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RESUMEN 
Aedes aegypti es un mosquito vector de enfermedades como dengue, fiebre amarilla, y 
últimamente, Chikungunya y Zika. En general, existen diversas medidas de control para 
estos vectores que hasta hace algunos años eran efectivas, sin embargo, en algunos se 
basan en el uso de productos nocivos para el ambiente, y además los insectos han 
desarrollado resistencia a algunos de ellos, por lo cual se requiere encontrar alternativas 
nuevas y eficaces para el control de estos organismos. Una alternativa natural para reducir 
este problema es el uso de aceites esenciales (AE) obtenidos de plantas como pirul, 
tomillo, cempasúchil y albahaca, principalmente porque se ha encontrado que tienen 
actividad tanto insecticida como repelente, además de ser de fácil obtención y baja 
toxicidad para organismos no blanco. Sin embargo, sus componentes son inestables por 
lo que la nanoencapsulación podría ser una alternativa innovadora para el uso de estos 
aceites. El objetivo de este trabajo fue desarrollar formulaciones a base de nanopartículas 
(NP) cargadas con AE de Schinus molle y Ocimum basilicum, y evaluar su actividad 
insecticida y repelente contra Ae. aegypti . Los AE fueron obtenidos por hidrodestilación 
con un rendimiento de extracción ≥0.2%, para después ser caracterizados químicamente 
en base a su composición por CG-MS. Se determinó que los compuestos mayoritarios del 
AEsmh fueron limoneno (15%), cadineno (9.1%) y canfeno (8.7%); los de AESmf 
felandreno (31%), limoneno (25.5%) y mirceno (10.6%); y los de AEObh fueron cinamato 
de metilo (37.5 %), linalool (26.1%) y eucaliptol (6.2%). La técnica de HS-SPME fue 
optimizada por medio del diseño experimental de Plackett-Burman. Posteriormente, fue 
validado un método de cuantificación para cada planta por medio de HS-SPME-GC. De 
lo cual se obtuvieron métodos lineales, precisos, exactos y no robustos. NP fueron 
obtenidas por la técnica de nanoprecipitación con quitosano y Eudragit S100; con 
porcentaje % EE mayor al 50%, tamaño   800 nm y sin agregados. Los AE tuvieron efecto 
tóxico contra larvas de Ae. aegypti , LC50 de 56.6 ppm (AEObh), 21.3 ppm (AESmf) y 14.2 
ppm (AESmh). El AEObh tuvo la mayor actividad repelente (SAI mayores a 0.3), seguido 
de AESmf y AESmh (AE y NP). Los AE y NP de Ocimum basilicum presentaron 
toxicidad contra Artemia salina (LC50   1000 ppm). Mientras que los demás no fueron 
tóxicos. Los resultados podrían usarse para buscar nuevas sustancias como una alternativa 
para controlar Ae. aegypti . 
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ABSTRACT 
 
Aedes aegypti is an insect that transmits several diseases such as dengue, yellow fever, 
and lately, Chikungunya and Zika. Even insecticides have been used widely for these 
vectors, they produce damage to the environment and insects have developed resistance 
to some of them. Furthermore, it´s necessary to find new and effective alternatives for the 
control of these organisms. A natural alternative to reduce this problem is the use of 
essential oils (AE) obtained from plants such as pirul, thyme, cempasúchil and basil, 
mainly because they have been found to have both insecticidal and repellent activity, as 
well as being easy to obtain and have low toxicity for non-target organisms. However, its 
components are unstable, so nanoencapsulation could be an innovative alternative for the 
use of these oils. The objective of this work was to develop formulations based on NP 
loaded with AE from Schinus molle and Ocimum basilicum, and evaluate their insecticidal 
and repellent activity against Ae. aegypti . AE were obtained by hydrodistillation with an 
extraction yield of ≥ 0.2%, they were chemically characterized by their composition by 
CG-MS. AEsmh major compounds were limonene (15%), cadinene (9.1%) and camphene 
(8.7%); from AESmf were phellandrene (31%), limonene (25.5%) and myrcene (10.6%); 
and from AEObh were methyl cinnamate (37.5%), linalool (26.1%) and eucalyptol 
(6.2%). HS-SPME technique was optimized by Plackett-Burman experimental design. 
Subsequently, a quantification method for each plant was developed and validated by HS-
SPME-GC, obtaining linear, precise, accurate and non-robust methods. NP were obtained 
by the nanoprecipitation technique with chitosan and Eudragit S100; with % EE   50%, 
size   800 nm and without aggregates. Every AE had toxic effects against larvae of Ae. 
aegypti , with LC50 of 56.6 ppm (AEObh), 21.3 ppm (AESmf) and 14.2 ppm (AESmh). 
The AEObh had the highest repellent activity (SAI   0.3), followed by AESmf and 
AESmh (AE and NP). AE and NP of Ocimum basilicum showed toxicity against Artemia 
salina (LC50   1000 ppm). While the others were not toxic. The results could be used to 
search new substances as an alternative to control of Ae. aegypti .
 1 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Algunas de las enfermedades desatendidas u olvidadas son transmitidas por insectos, los 
cuales actúan como portadores. Aedes aegypti ha sido desde hace tiempo un problema 
sanitario a nivel mundial, transmitiendo enfermedades como la fiebre amarilla y el dengue, 
y recientemente, Chikungunya y Zika. Debido a su rápida reproducción, calentamiento 
global y migración poblacional, los casos de enfermos aumentan año con año, así también 
como su aparición en países de primer mundo, en los que las condiciones, normalmente, 
no son favorables para este mosquito. Ya que a la fecha no hay tratamientos contra estas 
enfermedades o vacunas aprobadas para la aplicación en la población, la OMS recomienda 
un conjunto de medidas tanto físicas como químicas para el control de Ae. aegypti . Uso 
de mallas, evitar estancamientos de agua y uso de insecticidas/repelentes. Éstos últimos, 
al ser usados indiscriminadamente, han provocado un daño irreparable al ambiente, 
además de que ha provocado que los insectos desarrollen resistencia a ellos.  Es por ello 
que es importante la búsqueda de nuevas sustancias como repelentes e insecticidas.  
 
Los productos naturales, o sustancias obtenidas de materia prima de la naturaleza (plantas, 
insectos, animales), como los aceites esenciales contenidos en las plantas, son metabolitos 
secundarios y sustancias volátiles que han mostrado tener sustancias con actividad 
repelente y/o insecticida contra un buen número de insectos (mosquitos, chinches, 
escarabajos). Sin embargo, debido a la naturaleza de sus componentes, se podría ver 
afectada su aplicación en condiciones ambientales. Las nanopartículas poliméricas son 
sistemas de liberación controlada que ayudan a liberar y proteger a los principios activos 
encapsulados, formando una red polimérica donde éstos quedan atrapados, y van siendo 
liberados a través del tiempo. Estos sistemas podrían contrarrestar las desventajas de la 
naturaleza de los aceites esenciales (alta volatilidad, oxidación, fotosensibilidad). En base 
a esto, en este trabajo se busca desarrollar formulaciones a base de NP cargadas con aceites 
esenciales de S. molle y O. basilicum por la técnica de nanoprecipitación y gelificación 
ionotrópica, y evaluar su actividad insecticida y/o repelente (HITSS) contra Ae. aegypti ; 
así como también su toxicidad contra organismos no blanco (Artemia salina). 
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ANTECEDENTES 
 
Enfermedades desatendidas u olvidadas 
Las enfermedades desatendidas u olvidadas son un grupo de 17 infecciones causadas por 
bacterias, helmintos, protozoarios y virus. Estas afecciones son diseminadas 
principalmente por insectos, los cuales las propagan alrededor del mundo (i.e. dengue, 
fiebre amarilla, tripanosomiasis), jugando así un papel importante en el ciclo parasítico, 
ya sea como reservorios o como parte de él. Dichas enfermedades son endémicas en 149 
países con importantes zonas de pobreza (países tercermundistas), donde la incidencia es 
del 100%, con 534,000 muertes al año. Aunque estas enfermedades están comúnmente 
delimitadas a zonas con condiciones favorables para el desarrollo de los vectores, en años 
recientes se han diseminado hacia países o zonas donde sus condiciones normalmente no 
son las adecuadas para estar presentes, como los países de primer mundo; esto debido 
principalmente a factores como el cambio climático y la migración poblacional (OMS, 
2013). 
 
Los mosquitos se encuentran entre los principales insectos que participan en la transmisión 
de estas enfermedades alrededor del mundo. Específicamente, Ae. aegypti  ha sido 
identificado desde hace décadas como portador de algunas enfermedades como la fiebre 
amarilla y el dengue. Aunado a esto, en años recientes han surgido dos nuevos virus 
transmitidos por este mosquito, Chikungunya y Zika.  
 
Las cifras en el número de casos de estas enfermedades son alarmantes, y año con año van 
en aumento. Para el dengue se estima que cada año de 50 a 100 millones de personas son 
infectadas en 100 países endémicos, además existe el riesgo de volverse dengue 
hemorrágico (WHO, 2015). Por otro lado, para el virus Chikungunya fueron registrados 
ante la OMS 349 936 (sospechosos) y 146 914 casos (confirmados), solamente para el 
continente americano. Los países con mayor incidencia fueron Brasil (265 000 
sospechosos), Bolivia y Colombia (19 000 sospechosos cada uno), mientras que en 
Argentina, hubo por primera vez un brote con más de 1000 casos sospechosos (WHO, 
2017a). Recientemente, el virus del Zika se ha diseminado desde África y Asia a otros 
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continentes, en los cuales la más reciente e importante infección se ha dado en Brazil en 
2015, con más de 1.5 millones de casos. Esta enfermedad es altamente riesgosa para 
mujeres embarazadas, debido a que puede causar microcefalia a los productos (CDC, 
2016).  
 
La transmisión de enfermedades por este mosquito se ve favorecida debido a que se  
alimenta tanto de día como de noche, se reproduce rápidamente (Figura 1.) y transmite el 
virus de una persona infectada a otra, por lo que aumenta la probabilidad de contraer estas 
infecciones. Una de las principales medidas de control de estas enfermedades es la 
prevención del contacto vector-humano, sobre todo porque no existen tratamientos 
efectivos contra estas enfermedades y tampoco hay muchas posibilidades de prevención 
por vacunación (Tabanca et al., 2012; LaDeau et al., 2015; Auysawasdi et al., 2016; 
Younoussa et al., 2016; WHO, 2017b).  
 
 
 
Figura 1. Ciclo de vida de Ae. aegypti  (CDC, 2015). 
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Actualmente, no existe un tratamiento antiviral específico para el dengue, solamente se 
tratan los síntomas, reduciendo la tasa de letalidad de hospitalizados por dengue a menos 
del 1% (WHO, 2017b). Aunque exista una vacuna contra el dengue probada y aceptada 
(CYD-TDV), la OMS recomienda que se aplique solamente a la población con una 
seroprevalencia del 70% o más para maximizar el impacto en la salud pública y la 
rentabilidad. La vacunación en poblaciones con 50 a 70% es aceptable. Sin embargo, no 
es recomendable aplicarla cuando la seroprevalencia es inferior al 50% debido a su baja 
eficacia y los posibles riesgos a largo plazo (dengue hemorrágico) en individuos 
seronegativos vacunados. Esto con base a los criterios de seroprevalencia para la 
introducción de la vacuna, los cuales se basan en el rendimiento diferencial de la CYD-
TDV en personas seronegativas en comparación con personas seropositivas (WHO, 2016). 
Por otro lado, existen otras vacunas que se han estado desarrollando y están en 
investigación en fase clínica. 
 
Al día de hoy, la OMS recomienda que el mejor método de control de estas enfermedades 
es a través de la prevención, por medio del control de los insectos transmisores de estas 
enfermedades (WHO, 2016). La estrategia global se basa en un conjunto de medidas 
preventivas. Por ejemplo, las medidas de control físicas, incluyen evitar tener agua 
estancada y acumulamiento de objetos, limpiar patios y usar mosquiteros que eviten el 
contacto de los insectos con las personas. Por otro lado, están las medidas químicas que 
consisten en el uso de insecticidas. 
 
Para el control químico, algunos de los productos más utilizados son los carbamatos, los 
organofosforados y los piretroides, sin embargo, son dañinos para el ambiente y los 
organismos no blanco, principalmente acuáticos (Tabanca et al., 2013; Giesy et al., 2014; 
Pauley et al., 2015). Existen diversos reportes que muestran esta problemática. Pereira y 
col. (2009) determinaron la toxicidad a organismos no blanco acuáticos y terrestes 
(Pseudokirchneriella subcapitata, Daphnia magna y Eisenia andrei) de diferentes 
pesticidas, entre los que se encontraba un insecticida de tipo carbamato (Lannate®). Este 
producto resultó ser altamente tóxico para D. magna y repelente para E. andrei (lombriz 
de tierra). Por otro lado, en Arkansas, se realizó una comparación de toxicidad entre siete 
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insecticidas comunes, Dursban® (ingrediente activo del clorpirifos, O,O- dietil O-3,5,6-
tricloro-2-piridil fosforotioato), malation (O,O-dimetil S-(1,2-dicarbetoxietil) 
ditiofosfato), Abate® (ingrediente activo del temefos, O,O,O´,O´-tetrametil O,O´-tiodi-p-
fenileno fosforotioato), Scourge® (ingrediente activo de la resmetrina, 5-benzil-3-
furilmetil-2-2-dimetil-3-(2,2-dimetilvinil) ciclopropano carboxilato), Biomist® y 
Permanone® (ingrediente activo de la permetrina, 3-fenoxibenzil (1 RS)-cis,trans-3-(2,2-
diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano carboxilato) y B.t.i. (Bacillus thuringiensis 
subespecie israelensis), con organismos no blanco (CerioD. dubia, D. magna, D. pulex y 
Pimephales promelas) en ensayos de campo y de laboratorio durante 24 y 48 h para 
observar el impacto de éstos en el agua después de una tormenta (agua movilizada y agua 
estancada). Se observó una mortalidad sustancial de algunos organismos no blanco, por 
lo que se sugirió que hubo una toxicidad acumulativa (Milam et al., 2000). 
 
Generalmente, el uso de piretroides es preferido sobre otro tipo de insecticidas por su alta 
eficacia, baja toxicidad y fácil degradación. Sin embargo, se ha observado que en ratas 
intoxicadas con estos productos se aumentó el estrés oxidativo (lipoperoxidación), algunas 
enzimas antioxidantes fueron alteradas en los eritrocitos y también fue inhibida la 
actividad de la acetilcolinesterasa sérica. Todo esto es muestra de toxicidad (Kale et al., 
1999). Aunado a la toxicidad de los insecticidas comúnmente utilizados, se tiene registro 
de que la resistencia a ellos se incrementa rápidamente, por lo que los insecticidas van 
perdiendo su eficacia.  
 
El IRAC (Insecticide Resistance Action Committee), encargado de ayudar a controlar o 
evitar que se desarrolle resistencia hacia los insecticidas, reportó que existen 586 especies 
de insectos resistentes a uno o varios insecticidas, teniendo registro de un total de 325 
insecticidas a los que se han tenido resistencia (Sparks y Nauen, 2014). En Colombia, por 
ejemplo, fue demostrada la resistencia de Ae. aegypti  a organoclorados, organofosfatos y 
piretroides (Maestre-Serrano et al., 2014). Así también, en Tailandia e India encontraron 
una fuerte correlación entre la mutación L1014F kdr y el fenotipo resistente a deltametrina 
de Culex quinquefasciatus de campo (Yanola et al., 2015) y para  Ae. aegypti  la mutación 
F1534C  (Yanola et al., 2011). 
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Debido a esto, desde la década pasada se han incrementado los esfuerzos por encontrar 
alternativas menos tóxicas y más eficaces para el control de estos vectores (SSA, 2001; 
Silva et al., 2008; Nenaah y Ibrahim, 2011; Lee y Ahn, 2013).  
 
Productos naturales con actividad insecticida y/o repelente 
Una gran cantidad de plantas y sus derivados han sido utilizados tradicionalmente en 
muchos países para tratar diversas afecciones o como parte de ritos ceremoniales en la 
mayor parte de las culturas. El interés en el uso de plantas se ha incrementado en las 
últimas décadas con la finalidad de encontrar nuevos tratamientos más eficaces y menos 
dañinos a problemas actuales, no solo relacionados con la salud sino también en otros 
ámbitos como la agricultura (Isman, 2000; Yang et al., 2010; Wei et al., 2015) y la 
conservación de alimentos (Hyldgaard et al., 2012; Paes et al., 2012; Martins et al., 2014).  
En particular, los productos naturales que han sido estudiados como insecticidas han 
mostrado ser eficaces contra un gran número de especies de insectos que afectan áreas 
importantes para la sociedad.  
 
Algunos aceites han sido evaluados como insecticidas contra mosquitos. Por ejemplo, en 
un estudio realizado en República Checa, se evaluó la actividad insecticida del aceite 
esencial de Pimpinella anisum contra larvas y adultos de C. quinquefasciatus y su 
toxicidad contra D. magna (organismo no blanco). El aceite mostró tener actividad 
larvicida (DL50=26-27 µL/L), mientras que la actividad adulticida tuvo diferencias de 
acuerdo al modo de aplicación (aspersión (DL50=9.3 μL/mL), fumigación (DL50= 1.9 
μL/L) y por contacto (DL50= 0.6 μg/cm2). Se observó que las concentraciones altas (35-
50 μL/L) resultaron tóxicas para D. magna (62-92% de mortalidad), sin embargo, a 
concentraciones menores de 20 μL/L no presentó toxicidad. Por lo que, se sugirió que este 
aceite podría ser usado en estas condiciones (Pavela, 2014). Otros aceites esenciales 
también han mostrado  actividad larvicida contra géneros como Culex, Anopheles y Aedes, 
los cuales son responsables de transmitir la malaria, la fiebre amarilla, el dengue y la 
encefalitis viral (Prajapati et al., 2005; Nerio et al., 2010; Kumar et al., 2011; Park y Park, 
2012; Govindarajan et al., 2013). 
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Particularmente, S. molle y O. basilicum han mostrado actividades biológicas como 
insecticidas (ovocida, larvicida, pupicida, adulticida) y repelentes contra una gran 
diversidad de insectos, como por ejemplo contra varios géneros de mosquitos y chinches, 
como se muestra en la Tabla 1. 
 
Tabla 1. Reportes de actividades biológicas de S. molle y O. basilicum contra diversos insectos. 
 
Planta Tipo de extracto Insecto Actividad Referencia 
S. molle 
Acuoso 
Etanólico 
Culex quinquefasciatus Larvicida       Pupicida (Girmay et al., 2014) 
Xanthogaleruca luteola Larvicida (Chiffelle et al., 2013) 
Hexánico 
Triatoma infestans Larvicida Repelente (Ferrero et al., 2006) 
Nezara viridula Repelente (González, Gutiérrez, et al., 2011) 
Aceite      
esencial 
Tribolium castaneum 
Trogoderma granarium 
Adulticida 
Repelente 
(Abdel-Sattar et al., 
2010) 
Ae. aegypti  Larvicida (Massebo et al., 2009) 
Haematobia irritans Adulticida (López et al., 2014) 
Sitophilus oryzae Repelente                  Anti-alimentaria (Benzi et al., 2009) 
Blatella germánica Repelente (Sánchez-Chopa et al., 2006) 
O. basilicum 
Fracciones de 
aceite 
esencial 
Sitophilus oryzae Adulticida (López et al., 2008) 
Clorofórmico 
Etéreo Anopheles stephensi Larvicida (Maurya et al., 2012) 
Metanólico Ae. aegypti  Larvicida Pupicida (Murugan et al., 2007) 
Aceite         
esencial 
Ae. aegypti                      
Culex quinquefasciatus Repelente 
(Sritabutra y Soonwera, 
2013) 
Lymantria dispar Larvicida  Anti-alimentaria (Kostić et al., 2008) 
Callosobruchus 
maculatus 
Adulticida 
Ovocida (Kéita et al., 2001) 
Sitophilus oryzae Adulticida (Follett et al., 2014) 
Tribolium castaneum 
Ephestia kuehniella Larvicida (Mikhaiel, 2011) 
 
Específicamente, existen reportes de aceites esenciales que han mostrado una buena 
actividad contra Ae. aegypti . Smith-Vera y col. (2014) evaluaron 9 aceites esenciales 
(Tagetes lucida, Lippia alba, Lippia origanoides, Eucalyptus citriodora, Cymbopogon 
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citratus, Cymbopogon flexuosus, Citrus sinensis, Swinglea glutinosa y Cananga odorata) 
contra Ae. aegypti  y observaron que las larvas del insecto fueron susceptibles a todos ellos 
con DL50 de 17 a 123 ppm, siendo C. flexuosus el más activo.  
 
 
Figura 2. Compuestos presentes comúnmente en los aceites 
esenciales. 
 
Por otro lado, los aceites esenciales de clavo, hierba de limón y citronela tuvieron 
actividad repelente contra Ae. aegypti  y C. quinquefasciatus (Sritabutra y Soonwera, 
2013), así también los de Rosmarinus officinalis, Cinnamomum zeylanicum y O. basilicum 
contra Ae. aegypti  (Prajapati et al., 2005). También fue demostrada la actividad larvicida 
del aceite esencial de Mentha x villosa (DL50 = 45.0 ppm) (Lima et al., 2014), del aceite 
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esencial de las hojas y frutos de S. molle (DL50 de 9.6 a 14.5 ppm) (Massebo et al., 2009) 
y del aceite esencial de O. basilicum (DL50 de 11.4 ppm) (Govindarajan et al., 2013) contra 
Ae. aegypti . Cabe mencionar que estos aceites se han utilizado tradicionalmente para el 
control de insectos (Villavicencio-Nieto y Pérez-Escandón, 2010; González et al., 2011).  
Considerando su uso potencial como bioinsecticidas (Bakkali et al., 2008), los aceites 
esenciales tienen las ventajas de ser de fácil obtención y, generalmente, de baja toxicidad 
en organismos no blanco (Kostić et al., 2008; Koul et al., 2008; Nerio et al., 2010). De 
acuerdo a esto, su caracterización fisicoquímica es fundamental para conocer sus 
componentes y su probable actividad biológica de acuerdo a su composición, la cual 
incluye principalmente monoterpenos, sesquiterpenos y fenil propanos (Figura 2). Estos 
compuestos volátiles actúan como mensajeros químicos en las plantas, y son parte 
fundamental del metabolismo vegetal (metabolitos secundarios).   
 
De acuerdo a lo anteriormente mencionado, se puede decir que los aceites esenciales 
pueden ser usados como una alternativa más amigable con el ambiente. Sin embargo, su 
aplicación es limitada debido a las características fisicoquímicas de sus componentes, los 
cuales tienden a oxidarse y degradarse fácilmente al estar expuestos a condiciones 
ambientales como la luz y el oxígeno del aire (Lai et al., 2006).  
 
Sistemas de liberación de aceites esenciales 
Las limitaciones que presentan los aceites esenciales en su aplicación pueden evitarse 
mediante su encapsulación en sistemas coloidales. En particular, los sistemas particulados 
brindan protección a los componentes de los aceites esenciales de las condiciones 
externas, además de que sirven como vehículos o acarreadores de estos y los liberaran 
controladamente. Existen diversos sistemas con diferentes tamaños, aplicaciones y 
composición, incluyendo nanoemulsiones, liposomas y nanopartículas poliméricas. 
 
Los liposomas son partículas esféricas constituidas de fosfolípidos, los cuales encapsulan 
sustancias tanto hidrofílicas como hidrofóbicas. Estos sistemas tienen diferentes 
aplicaciones, por ejemplo, fueron desarrolladas formulaciones de liposomas para 
encapsular aceite de ajo, las cuales tuvieron un porcentaje de encapsulación del 20.4% y 
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actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus, causando cambios morfológicos y 
deterioro de la pared celular (Cui et al., 2015) 
 
Por otra parte, las nanoemulsiones son sistemas de dos fases, en las que la fase discontinua 
o externa está desintegrada en forma de glóbulos dentro de una fase continua, la cual tiene 
un agente tensoactivo disperso con la finalidad de reducir la tensión interfacial y mejorar 
la distribución de los glóbulos y la estabilidad del sistema. Se les denomina 
nanoemulsiones debido al tamaño final obtenido de los glóbulos dispersos y su 
homogenidad. Nuchuchua y col. (2009) desarrollaron nanoemulsiones (150 a 220 nm) con 
una combinación de aceites esenciales (C. nardus, O. americanum y Vetiveria zizanioides) 
mediante homogenización de alta presión y evaluaron su liberación en celdas de Franz 
horizontales y la actividad repelente directamente en brazo. Los investigadores observaron 
que a menor tamaño de partícula se mejoraba la estabilidad y el tiempo de actividad 
repelente de los aceites esenciales contra Ae. aegypti , probablemente debido a una mayor 
integración de la formulación sobre la piel. 
 
De acuerdo a los principios básicos de las emulsiones, con la finalidad de mejorar su 
estabilidad y controlar la liberación de los compuestos activos, se han desarrollado otros 
sistemas como las micropartículas y las nanopartículas poliméricas. Estos sistemas 
particulados usan un polímero que brinda soporte a la fase discontinua, formándose 
partículas sólidas dispersas en las que están incorporados los compuestos activos. De 
acuerdo a la aplicación y al método de preparación, es posible obtener micropartículas o 
nanopartículas.  
 
Las micropartículas poliméricas son sistemas particulados (  1000µm) constituidos por 
polímero y principios activos hidrofóbos.  Las micropartículas poliméricas confieren 
protección al principio activo evitando su degradación y facilitando su transporte en el 
organismo.  Martins y col. (2011) desarrollaron una formulación de micropartículas con 
el aceite esencial de tomillo, mediante la técnica de coacervación, para la conservación y 
protección de saborizantes y aromas en alimentos, obteniendo micropartículas de ácido 
poliláctico (PLA) de aproximadamente 36 μm.  
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Aunque generalmente las micropartículas poliméricas son sistemas homogéneos y tienen 
una aplicación eficiente, las nanopartículas poliméricas (NP) brindan ciertas ventajas que 
los demás sistemas no tienen debido a su tamaño nanométrico (1-600 nm). Como se puede 
ver en la Figura 3, en base a su morfología y arquitectura, existen dos tipos de NP: las 
nanoesferas (sistema monolítico matricial donde el principio activo sólido es adsorbido o 
incorporado) y las nanocápsulas (sistema vesicular donde el principio activo líquido está 
disuelto o disperso en el núcleo o en la pared polimérica) (Fessi et al., 1989).  
 
 
 
Figura 3. Tipos de nanopartículas poliméricas. A) Nanoesferas y 
B) Nanocápsulas  (Lugo Estrada, 2012). 
 
 
En lo que se refiere a su tamaño nanométrico, posiblemente éste les permite entrar a las 
células atravesando su membrana o por endocitosis; además, la estructura matricial o el 
recubrimiento sólido permiten proteger a los compuestos encapsulados de la degradación 
por oxígeno del aire, enzimas hidrolíticas, pH, luz y algunos otros factores externos, 
aumentando así su estabilidad. Aunado a esto, las NP presentan una mayor área superficial 
lo que aumenta la interacción con los sustratos biológicos (célula o tejido) y, 
posiblemente, la bioactividad del principio activo en su sitio de acción. La estabilidad de 
estas formulaciones suele ser mayor a los demás sistemas, evitando la formación de 
agregados y/o separación de fases. Además, pueden ser direccionadas y usar dosis más 
bajas (Peteu et al., 2010). 
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Las NP pueden ser obtenidas por diferentes técnicas, entre las que destaca la técnica de 
nanoprecipitación, la cual permite encapsular sustancias hidrófobas con altos porcentajes 
de encapsulación.  De manera general, esta técnica consiste en la incorporación de una 
fase orgánica compuesta por un polímero y la sustancia a encapsular disueltos en un 
solvente orgánico miscible en agua; esta fase se incorpora con agitación constante a una 
fase acuosa compuesta por un tensoactivo disuelto en agua. Después de que entran en 
contacto las dos fases, mientras que el solvente orgánico difunde hacia la fase acuosa, las 
cadenas poliméricas se agregan con las moléculas del principio activo, quedando formadas 
las NP. Posteriormente, el solvente orgánico debe ser eliminado para evitar desestabilizar 
el sistema o formar agregados y, por lo tanto, aumentar el tamaño de partícula y en el 
índice de polidispersidad (Chorny et al., 2002).  
 
Comúnmente, el solvente orgánico es eliminado por medio de evaporación a presión 
reducida, permitiendo una purificación rápida y controlada para obtener, finalmente, 
complejos matriciales de tamaño nanométrico en donde queda atrapado el principio activo 
(Fessi et al., 1989).  Por último, las NP deben ser caracterizadas de acuerdo a sus 
propiedades fisicoquímicas: tamaño, índice de polidispersidad, apariencia física, 
porcentaje de encapsulación, eficiencia de encapsulación y comportamiento térmico 
(Galindo-Rodríguez et al., 2004, 2005). 
 
Actualmente, existen reportes de nanopartículas con aceites esenciales preparadas por 
distintas técnicas y destinadas a diferentes aplicaciones. Por ejemplo para la industria 
alimentaria, Yang et al. (2009) prepararon NP con aceite esencial de ajo y estabilizadas 
con un recubrimiento de polietilenglicol (PEG). Las formulaciones de NP tuvieron 
tamaños menores a 240 nm y estaban destinadas al control de Tribolium castaneum, un 
insecto que afecta gravemente los granos almacenados. Por otro lado, se han desarrollado 
diferentes películas de nanopartículas con aceites esenciales (con actividades 
antimicrobianas y antioxidantes) para el empacado y conservación de alimentos, como el 
aceite de orégano incorporado en NP de quitosano (Hosseini et al., 2013).  
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En el área agrícola se han desarrollaron formulaciones para el control de Bemisia tabaci, 
el cual es un insecto que infesta cultivos de varios granos como el frijol. Las NP con el 
aceite esencial de Zanthoxylum rhoifolium fueron obtenidas por la técnica de 
nanoprecipitación, logrando partículas menores a 500 nm y con un alto porcentaje de 
encapsulación; además presentaron 95% de inhibición en huevos y ninfas del insecto 
(Christofoli et al., 2015). En el área de la industria textil también se han desarrollado 
formulaciones de NP para conservar por más tiempo el aroma en la ropa. Uno de estos 
estudios se enfocó a obtener una formulación con más estabilidad y más resistencia, ya 
que las basadas en micropartículas tendían a destruirse por la fricción.  En el estudio 
fueron preparadas, por el método de emulsificación-difusión, NP con aceite esencial de 
lavanda (244 nm) que resultaron ser más estables que las micropartículas (Sohn et al., 
2007).  
 
Por otro lado, en el área de la salud se han desarrollado formulaciones de NP para el 
control de insectos transmisores de enfermedades. Lugo Estrada (2012) desarrolló, por la 
técnica de nanoprecipitación, formulaciones estables de NP cargadas con aceite esencial 
de Thymus vulgaris, obteniendo partículas de 117-140 nm con potencial uso como 
repelentes de insectos. Los estudios anteriores muestran que las NP ofrecen una opción 
versátil como vehículo de aceites esenciales de fácil uso y administración. 
 
Análisis cuantitativo de los aceites esenciales en sistemas coloidales 
Para determinar los porcentajes de encapsulación y eficiencia de encapsulación, en 
sistemas de liberación particulados (micropartículas y nanopartículas), es necesario 
desarrollar un método analítico para la cuantificación del aceite incorporado en el 
acarreador polimérico.  
 
En general, existen dos maneras principales de cuantificar estos componentes, por técnicas 
espectroscópicas como espectroscopía UV (no selectiva) o por técnicas cromatográficas 
acopladas a técnicas espectroscópicas (selectiva), algunos ejemplos se muestran en la 
Tabla 2. 
 
14 
 
Tabla 2. Técnicas analíticas utilizadas para la cuantificación de aceites esenciales en sistemas de liberación. 
 
Aceite esencial Formulación Técnica analítica Referencia 
Carapa guianensis 
micropartículas de 
poly(hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) 
Espectroscopía de 
UV/Vis (Senhorini et al., 2012) 
Lippia sidioides 
micropartículas de 
quitosano con goma de 
marañón 
Espectroscopía de 
UV/Vis (Paula et al., 2011) 
Lavandula hybrida liposomas de lecitina de soya y colesterol CG-MS* (Varona et al., 2009) 
Origanum vulgare y 
Syzygium aromaticum 
micropartículas de 
almidón de maíz TGA** (Glenn et al., 2010) 
Jassminum spp. nanocápsulas de gelatina y goma arábiga 
HS-SPME*** con       
CG-MS* (Lv et al., 2014) 
Lippia sidoides nanogel de quitosano con goma de marañón UV/Vis (Abreu et al., 2012) 
C. nardus,  
O. americanum y 
Vetiveria zizanioides 
Nanoemulsión HS-CG-MS* (Nuchuchua et al., 2009) 
Zanthoxylum limonella micropartículas de gelatina y glutaralehído Gravimetría (Maji et al., 2007) 
C. nardus Micropartículas CG-MS* (Solomon et al., 2012) 
Allium sativum Nanopartículas CG-MS* (Yang et al., 2009) 
*CG-MS: Cromatografía de gases con identificación por espectrometría de masas. 
**TGA: Análisis termogravimétrico. 
***HS-SPME: Microextracción en fase sólida en modo de headspace 
 
 
Cabe mencionar que es fundamental la determinación de la composición y cuantificación 
del contenido de los compuestos con actividad biológica que se incorporaron en las NP. 
Tal información es indispensable, ya que, hay que tenerla en cuenta para calcular las dosis, 
en este caso en las pruebas biológicas de repelencia, actividad insecticida y toxicidad.  
 
Específicamente, al ser una mezcla de compuestos, para los aceites esenciales es necesario 
el uso de técnicas selectivas como la cromatografía de líquidos de alta resolución (CLAR) 
o la Cromatografía de gases (CG). Adicionalmente, por tratarse de analitos volátiles 
podemos mejorar la sensibilidad del método analítico usando técnicas de preparación de 
muestras como, por ejemplo, la microextracción en fase sólida en modo de headspace 
(HS-SPME), la cual se basa en el uso de una fibra de sílice recubierta (Figura 4) de 
materiales de diferentes polaridades. La fibra se expone en el headspace de un vial que 
contiene a los analitos en fase gaseosa, los cuales se adsorben a la fibra. Posteriormente, 
los analitos se desorben en el inyector del CG a una temperatura adecuada para llevarse a 
cabo el análisis (Bicchi et al., 2000).  
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Figura 4. Técnica de HS-SPME 
 
Esta técnica es muy eficiente, sensible, específica, rápida y, además, al analizar el 
headspace se elimina el efecto matriz y posibles contaminaciones de la fase líquida. Por 
lo que, es ideal para el análisis de los compuestos volátiles de los aceites esenciales 
(Pawliszyn, 1997; Bicchi et al., 2008). 
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JUSTIFICACIÓN 
 
Debido a su gran biodiversidad, en México existe una amplia gama de insectos vectores 
de enfermedades que afectan a los humanos y que aún presentan una importante 
prevalencia, destacándose entre ellas el paludismo, el dengue, la leishmaniasis, la 
oncocercosis y la tripanosomiasis americana conocida como enfermedad de Chagas 
(OMS, 2013). En los últimos años, se ha incrementado notablemente el número de casos 
de enfermedades transmitidas por Ae. aegypti , como son dengue, fiebre amarilla, 
Chikungunya y Zika (WHO, 2015), lo cual se debe, entre otras cosas a la falta de 
tratamientos eficaces, la resistencia que han desarrollado los insectos hacia los insecticidas 
y repelentes sintéticos, y a los cambios climáticos (Tabanca et al., 2012; LaDeau et al., 
2015; Auysawasdi et al., 2016; Younoussa et al., 2016; WHO, 2017b). Aunque existen 
diversas medidas de control para estos vectores, que hasta hace algunos años eran 
efectivas, algunas se basan en productos nocivos para el medio ambiente (insecticidas 
sintéticos). En este contexto, es prioritario encontrar alternativas menos contaminantes y 
más efectivas que permitan el control de insectos vectores de importancia médica (SSA, 
2001; Silva et al., 2008; Nenaah y Ibrahim, 2011; Lee y Ahn, 2013).  
 
Los productos naturales, como los aceites esenciales, han surgido como una alternativa 
“amigable” al medio ambiente para ser utilizados como insecticidas y repelentes efectivos, 
ya que son de fácil obtención y presentan baja toxicidad para organismos no blanco 
(Kostić et al., 2008; Koul et al., 2008; Nerio et al., 2010). Sin embargo, al ser sus 
componentes activos inestables en condiciones ambientales (Lai et al., 2006), su 
aplicación puede verse limitada. Esto puede ser superado al incorporar a los aceites 
esenciales en NP, las cuales han demostrado que pueden funcionar como acarreadores de 
compuestos activos biológicos, mejorando su biodisponibilidad y su actividad en el 
sustrato biológico blanco. 
 
En base a lo anterior, en el presente trabajo se propone la incorporación de aceite esencial 
de albahaca (O. basilicum) y pirul (S. molle) en nanopartículas poliméricas con la finalidad 
de mejorar sus aplicaciones como bioinsecticidas y/o repelentes contra Ae. aegypti . 
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HIPÓTESIS 
Los aceites esenciales de S. molle y O. basilicum tienen actividad insecticida y/o repelente 
contra Ae. aegypti ; así también sus encapsulados (NP) mejoran su aplicación al liberarlos 
controladamente. 
 
OBJETIVOS 
 
Objetivo General 
Desarrollar formulaciones a base de NP cargadas con aceites esenciales de S. molle y O. 
basilicum y evaluar su actividad insecticida y/o repelente contra Ae. aegypti. 
 
 
Objetivos Específicos 
1. Determinar las características físicas y químicas del aceite esencial de S. molle y O. 
basilicum obtenido por hidrodestilación.  
2. Optimizar y validar un método analítico por cromatografía de gases con 
microextracción en fase sólida para la cuantificación de los componentes de los aceites 
esenciales de S. molle y O. basilicum encapsulados en NP.  
3. Obtener formulaciones de NP cargadas con los aceites esenciales de S. molle y O. 
basilicum con eficiencia de encapsulación mayor al 20% para aplicarlas como 
formulados insecticidas o repelentes. 
4. Evaluar la actividad y efectividad insecticida y/o repelente in vivo de las NP cargadas 
con los aceites esenciales contra Ae. aegypti. 
5. Evaluar la toxicidad de las formulaciones de NP cargadas con los aceites esenciales 
libre contra A. salina. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 
Materiales 
Material biológico 
Especies vegetales en prueba: 
 Ramas del árbol de S. molle (Pirul) colectadas en el municipio de Arteaga, 
Coahuila, México. 
 Planta de O. basilicum (Albahaca) del Mercado Juárez, en Monterrey, México 
(Colectada en Matehuala, SLP). 
Especies usadas en modelo biológico 
 Ae. aegypti  (larvas del tercer estadio y adultos) de tipo Rockefeller. 
 A. salina (huevos). 
 
Métodos 
Obtención y caracterización fisicoquímica de los aceites esenciales 
Obtención de los aceites esenciales 
Las hojas de O. basilicum y S. molle fueron cortadas en trozos pequeños (menores a 1 
cm2).  Los frutos de S. molle fueron molidos en un procesador de alimentos. Se colocaron 
en un equipo Clevenger modificado durante 4 h. 
 
Los aceites fueron guardados en viales de vidrio ámbar a 0°C.  El rendimiento de 
extracción de cada aceite se calculó de acuerdo a la Ecuación 1. 
 
 
 %𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 = ቀ௉௘௦௢ ௗ௘௟ ௔௖௘௜௧௘ ௘௦௘௡௖௜௔௟௉௘௦௢ ௗ௘ ௟௔ ௣௟௔௡௧௔ ቁ ∗ 100                                          (1) 
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Caracterización química 
Para identificar los componentes de los aceites esenciales, se utilizó un cromatógrafo de 
gases Agilent Technologies 6890N (St. Clara, CA, USA) acoplado a un espectrómetro de 
masas selectivo, 5973 INERT (HP5MS), con una columna capilar Elite-5 (30m x 0.25mm 
x 0.2µm). La temperatura de la fuente de ionización fue de 230°C, la temperatura del 
cuadrupolo fue de 150°C y la temperatura del inyector 220°C. Para cada corrida, el 
programa de temperatura del horno del CG fue: 35°C por 9 min, incrementando 3°C /min 
hasta 150°C por 10 min; después se incrementó 10°C /min hasta 250°C y, finalmente, se 
incrementó 3°C /min hasta 270°C por 16 min. El flujo del gas acarreador (helio, 99.9% 
de pureza) fue de 0.5 mL/min. La energía de ionización fue de 70 eV. Las muestras fueron 
inyectadas en modo splitless y el EM fue empleado en modo de barrido. Los componentes 
de los aceites esenciales fueron identificados por comparación de sus índices de retención 
relativos con los n alcanos C8–C20 (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA) y por 
comparación de su espectro de masas con los datos de referencia de la librería US National 
Institute of Standards and Technology (NIST) y en la literatura (Adams, 2007). Para el 
análisis cuantitativo, se utilizó un cromatógrafo de gases con detección de ionización de 
flama (CG-FID) (Clarus 480 GC, Perkin Elmer, Massachusetts, USA) con una columna 
capilar Elite-5 (30m x 0.25mm x 0.2µm) con el mismo programa de temperatura del horno 
y mismo flujo del gas acarreador anteriormente mencionado.  La composición porcentual 
por CG-FID de cada componente, se analizó por el método de normalización de áreas. 
 
Para cuantificar los componentes del aceite esencial de S. molle por Cromatografía de 
gases con detector de ionización en flama (CG-FID) con inyección directa, se utilizaron 
las condiciones cromatográficas previamente establecidas por Guerra-Boone L. (Guerra-
Boone, 2011).  Donde el programa del horno inició a 60 °C durante 1 min, después se 
calentó hasta 120 °C (a 8 °C/min) y se mantuvo durante 1min, posteriormente se elevó a 
150 °C (a 25 °C/min) y se mantuvo por 1 min, para finalmente aumentar hasta 250°C (8 
°C/min) y esperar 1 min. La temperatura del inyector fue de 280 °C en modo Split (1:20).  
La temperatura del detector FID fue de de 280°C.  Para el aceite esencial de O. basilicum, 
el programa del horno inició a 50 °C, después se calentó hasta 117 °C (a 6 °C/min) y se 
mantuvo durante 1 min. Posteriormente, se elevó a 119 °C (a 0.5 °C/min), y a 280 °C (45 
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°C/min), manteniéndose después por 1 min. La temperatura del inyector fue de 270 °C en 
modo Split (1:20).  La temperatura del detector FID fue de 250°C.  Para ambos métodos 
se usó el helio como gas acarreador, con un flujo de 2 mL/min y con una pureza del 99.9%.   
Finalmente, se seleccionaron tres componentes de seguimiento en base a su área y 
actividad biológica para ser monitoreados en las formulaciones de NP.  Se estableció la 
proporción de cada uno de ellos en base a la normalización de las áreas de los tres 
componentes.  
Caracterización física 
Índice de refracción 
Para obtener el índice de refracción se empleó un refractómetro Anton Paar y se realizó 
en base a la ficha MGA 0741 de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 
(FEUM).  Previo a la determinación, el equipo fue calibrado con agua destilada a 25°C.  
La evaluación se realizó por triplicado y se utilizó el anetol como control (SSA, 2004b).  
 
Rotación óptica 
Se realizó en base a la ficha MG 0771 de la FEUM con un polarímetro 341 Perkin Elmer. 
Previo a la determinación, el equipo fue calibrado a 25°C con una solución de sacarosa de 
260 mg/mL.  La evaluación del aceite esencial se realizó por sextuplicado.  Se utilizó el 
anetol como control (SSA, 2004c). 
 
Densidad relativa 
Se realizó en base a la ficha MG 0251 de la FEUM con un picnómetro de 1 mL. La 
evaluación se realizó por triplicado usando la Ecuación 2. Se utilizó el anetol como control 
(SSA, 2004a). 
  D. R. = ୈେ                                                                     (2) 
Donde:  
D.R. = densidad relativa de la muestra (g/mL)  
D = peso de la muestra en gramos y 
C = peso del agua en gramos medida en la calibración 
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Desarrollo del método con Microextracción en fase sólida en modo headspace (HS-
SPME) por cromatografía de gases (CG-FID) 
Se desarrollo un método analítico de CG con HS-SPME para cuantificar los tres 
componentes del aceite esencial en las formulaciones de NP  
 
Selección de la fibra de SPME 
Para seleccionar la fibra de SPME, se evaluaron cuatro fibras de diferente polaridad y 
espesor del recubrimiento. Se eligió la fibra que permitiera la mejor extracción de los 
componentes de seguimiento de cada aceite esencial de forma reproducible.  
 
Para los experimentos de HS-SPME se utilizó una solución de estándares de los tres 
componentes seleccionados y las condiciones experimentales establecidas por Rodríguez-
Lafuente A. (2009) (Tabla 3).  El análisis por CG-FID se realizó usando el método 
cromatográfico previamente optimizado. 
 
Tabla 3. Parámetros iniciales utilizados en la 
técnica de HS-SPME. 
Parámetro Condiciones 
HS : muestra  1:1 
Velocidad de agitación  250 rpm 
Temperatura  55 °C 
Tiempo de equilibrio 10 min 
Extracción 10 min 
 
 
Optimización del método de extracción por HS-SPME 
Con la finalidad de optimizar el método de extracción por HS-SPME, se estableció un 
diseño experimental de Plackett Burman (Anexo I). Se establecieron ocho experimentos 
con la combinación ordenada de siete variables a niveles altos y bajos. Las variables 
evaluadas se presentan en la Tabla 4. Se analizaron por duplicado, soluciones de cada 
aceite esencial (10 µg/mL).  La respuesta de cada una de las variables fue el área de los 
picos obtenidos con el método cromatográfico previamente optimizado.  Para establecer 
el efecto de cada variable sobre la respuesta, se obtuvieron las diferencias entre los 
promedios de las respuestas de los niveles bajos y los altos de cada variable.  Cuanto 
menor sea la diferencia, menor será la influencia de esa variable sobre la respuesta. 
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Tabla 4. Variables utilizadas en el diseño experimental de Plackett-Burman para la optimización de la 
extracción por HS-SPME.  
 
Variables Nivel Alto Bajo 
Polímero (μg/mL) 150 84 A,a 
Agitación (rpm) 350 250 B,b 
Distancia de fibra (cm) 1.0 0.5 C,c 
Tiempo de equilibrio (min) 15 5 D,d 
Temperatura de extracción (°C) 70 55 E,e 
Tiempo de extracción (min) 15 5 F,f 
Volumen de headspace (mL) 3 4 G,g 
 
 
Validación del método analítico para cuantificar los aceites esenciales en NP 
Para validar los métodos, se evaluó los parámetros de validación en base a los criterios de 
validación de métodos fisicoquímicos expedidos por la comisión de control analítico y 
ampliación de cobertura de la Secretaría de Salud (CCAYAC-P-058).  Para ello, fueron 
determinados linealidad, límite de detección, límite de cuantificación, precisión, exactitud 
y robustez (SSA, 2011). 
 
Validación del sistema  
Linealidad 
La linealidad se determinó por la construcción de una curva de calibración con 5 niveles 
de concentración por triplicado. Se prepararon mezclas de los estándares de los 
componentes de seguimiento previamente seleccionados.  Los niveles de concentración 
total de los estándares fueron: 2, 4, 6, 8 y 10 µg/mL.  Los 15 estándares fueron sometieron 
al procedimiento de SPME-HS previamente establecido.  Con los datos obtenidos, se 
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graficó la respuesta cromatográfica (área) en función de la concentración y se realizó un 
análisis de regresión lineal. 
 
Los criterios de linealidad determinados para la curva de calibración fueron: 
 Coeficiente de correlación (r): para estimar la bondad con que se ajustan los 
puntos experimentales en una línea recta.  Entre más cercano a 1 indica una 
mayor correlación lineal de la concentración con la respuesta cromatográfica.  
El coeficiente de correlación debe ser mayor a 0.99 (Secretaría de Salud, 
CCAYAC-P-058, 2011).  
 Coeficiente de determinación (r2): es el cuadrado del coeficiente de correlación 
y nos indica la variación de la respuesta cromatográfica respecto a la variación 
de la concentración.  El coeficiente de determinación debe ser mayor a 0.99 
(Secretaría de Salud, CCAYAC-P-058, 2011). 
 
Límite de detección 
Para determinar el límite de detección del sistema se utilizaron los valores obtenidos en la 
curva de calibración.   
 
La pendiente y la ordenada al origen se obtuvieron a partir del análisis de regresión. 
Primero, se estimaron los errores aleatorios en la dirección calculando el estadístico Sy/x 
con la siguiente ecuación: 
 
 S୷/୶ =  ට∑ (୷౟-ŷ౟౟ )మ୬-ଶ                                                                (3) 
 
Donde: yො୧= valor de la respuesta calculada yi = valor de la respuesta 
n = número de mediciones 
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Después, se determinó la desviación estándar de la ordenada al origen (Sa)  
 Sୟ = S౯౮ට ∑ ୶౟మ౟୬ ∑ (୶౟-୶ത)౟ మ                                                               (4) 
Donde: 
Sa = desviación estándar de la ordenada al origen x ഥ= media 
x i= valor de cada medición 
n = número de mediciones 
 
Para finalmente, estimar el límite de detección con la siguiente ecuación: 
 LDD = ଷ.ଷ∗ୗୟ ୫ (5) 
Donde: 
LDD = límite de detección 
Sa = desviación estándar de la ordenada al origen 
m = pendiente de la curva de calibración 
 
 
Límite de cuantificación 
Para determinar el límite de cuantificación, se utilizaron los valores obtenidos en la curva 
de calibración.  La pendiente y la ordenada al origen se obtuvieron a partir del análisis de 
regresión. Primero, se estimaron los errores aleatorios en la dirección calculando el 
estadístico Sy/x con la Ecuación 3.  Después, se determinó la desviación estándar de la 
ordenada al origen (Sa) con la Ecuación 4.  Para finalmente, estimar el límite de 
cuantificación con la siguiente ecuación: 
  LDQ = ଵ଴*ୗୟ ୫ (6) 
 
Donde: 
LDQ = límite de cuantificación 
Sa = desviación estándar de la ordenada al origen 
m = pendiente de la curva de calibración 
 
 
 
25 
 
Precisión 
Repetibilidad 
La repetibilidad se determinó usando 3 niveles de concentración por sextuplicado. Se 
prepararon mezclas de los estándares de los componentes en la proporción 
previamente establecida.   
 
Los niveles de concentración total de los estándares fueron 2, 6 y 10 µg/mL, se 
analizaron el mismo día y por el mismo analista. Se calcularon los porcentajes de 
recuperación por medio de la ecuación de la recta obtenida en la linealidad.  
Posteriormente, se calculó: 
 
Media (xത)                  xത = ∑ ୶౟୬ (7) 
Donde: xത = media 
xi= valor de cada medición 
n = número de mediciones 
 
Desviación estándar (s)   𝑠 = ට∑ (௫೔ି௫)మ(௡ିଵ)௜ (8) 
Donde: 
s = desviación estándar xത = media 
xi= valor de cada medición 
n = número de mediciones 
 
El coeficiente de variación o desviación estándar relativa (CV o DER)     
  DER = 100 s x⁄                              (9) 
 
Donde: 
DER = desviación estándar relativa 
s = desviación estándar x ഥ= media 
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Precisión Intermedia 
La repetibilidad se determinó usando 3 niveles de concentración por sextuplicado.  Se 
prepararon mezclas de los estándares seleccionados en la proporción previamente 
establecida.  Los niveles de concentración total de los estándares fueron 2, 6 y 10 µg/mL 
y se analizaron por el mismo analista, el mismo día, en 3 días no consecutivos.  Los 
estándares se sometieron al procedimiento de extracción previamente establecido.  Se 
calcularon los porcentajes de recuperación por medio de la ecuación de la recta obtenida 
en la linealidad.  Posteriormente, se calculó: la media (xത)  con la Ecuación 7, la desviación 
estándar (s) con la Ecuación 8, y el coeficiente de variación o desviación estándar relativa 
(CV o DER) con la Ecuación 9. 
 
Validación del método 
Para la validación del método con HS-SPME, se usaron muestras (NP cargadas con aceite 
esencial) adicionadas con estándares de los componentes del aceite esencial en la 
proporción previamente establecida. 
 
Exactitud 
La exactitud se determinó usando 5 niveles de concentración por triplicado.  La 
concentración total de los estándares fueron 2, 4, 6, 8 y 10 µg/mL (en la proporción 
previamente establecida) y se adicionaron a la muestra.  Los estándares se sometieron al 
procedimiento de extracción previamente establecido.  
 
Posteriormente, se calculó el porcentaje de recobro (%R): 
 
 %R = ቀେୟ-େ୙େ୅ ቁ *100                                                  (10) 
 
Donde:  
Ca = concentración del analito medida en la muestra adicionada 
CU = concentración del analito medida en la muestra sin adicionar 
CA = concentración del analito añadido 
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Precisión 
Repetibilidad 
La repetibilidad se determinó usando 3 niveles de concentración por sextuplicado.  Se 
prepararon mezclas de los estándares seleccionados en la proporción previamente 
establecida. Los niveles de concentración total de los estándares fueron 2, 6 y 10 
µg/mL, los cuales fueron adicionados a la muestra.  Se analizaron el mismo día y por 
el mismo analista.  Las muestras adicionadas se sometieron al procedimiento de 
extracción previamente establecido.  
 
Posteriormente, se calculó: la media (xത) con la Ecuación 7, la desviación estándar (s) 
con la Ecuación 8, y el coeficiente de variación o desviación estándar relativa (CV o 
DER) con la Ecuación 9. Finalmente, se calcularon los porcentajes de recuperación de 
acuerdo a la Ecuación 10. 
 
Precisión Intermedia 
La repetibilidad se determinó usando 3 niveles de concentración por sextuplicado.  Se 
prepararon mezclas de los estándares seleccionados en la proporción previamente 
establecida.  Los niveles de concentración total de los estándares fueron 2, 6, y 10 
µg/mL, los cuales se adicionaron a la muestra.  Se analizaron por el mismo analista el 
mismo día, en 3 días no consecutivos.  Los estándares se sometieron al procedimiento 
de extracción previamente establecido.   
 
Posteriormente, se calculó: la media (xത) con la Ecuación7, la desviación estándar (s) 
con la Ecuación8, y el coeficiente de variación o desviación estándar relativa (CV o 
DER) con la Ecuación9. Finalmente, se calcularon los porcentajes de recuperación de 
acuerdo a la Ecuación 10. 
 
Robustez 
Para evaluar que tan robusto era el método por HS-SPME desarrollado, fue usado un 
diseño experimental de Plackett Burman, planteando 8 experimentos con la combinación 
ordenada de 7 variables a niveles altos y bajos (Tabla 5). En el Anexo I se puede observar 
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la matriz de experimentos utilizada. Cabe mencionar que cada experimento fue realizado 
por duplicado, a una concentración de 6 µg/mL de la mezcla de estándares adicionado a 
la muestra. La respuesta de cada una de las variables fue el área de los picos 
cromatográficos obtenidos con el programa de temperatura previamente optimizado.   
 
Para establecer el efecto de cada variable sobre la respuesta, se obtuvieron las diferencias 
entre los promedios de los niveles bajos y los altos de cada variable.  Cuanto menor sea la 
diferencia, menor será la influencia de esa variable sobre la respuesta.  Si cualquiera de 
estas diferencias entre los promedios de los subgrupos de cada variable es mayor que 21/2s, 
entonces esa variable tendrá una influencia significativa sobre el método.   
 
Tabla 5. Variables utilizadas en el diseño experimental de Plackett-Burman para la optimización de la 
extracción por HS-SPME en la evaluación de la robustez. 
 
Variables Nivel Alto Bajo 
Presión de gas acarreador, He (psi) 8.5 8.7  A,a 
Distancia de fibra de SPME sobre 
muestra (cm) 0.4 0.6 
B,b 
Volumen de headspace (mL) 3.1 2.9 C,c 
Temperatura de la muestra (°C) 69 54 D,d 
Placa de agitación   Nueva Vieja E,e 
Split 1:19.9 1:20.1 F,f 
Inmersión del vial en el baño María 1 cm afuera Totalmente G,g 
 
 
Obtención y caracterización de las formulaciones de nanopartículas 
Obtención de las nanopartículas 
Las NP se obtuvieron por la técnica de nanoprecipitación (Fessi et al., 1989).  Se incorporó 
la fase orgánica que contenía el solvente orgánico, polímero y el aceite esencial, a una fase 
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acuosa con tensoactivo, con agitación constante.  Una vez formadas las NP, se eliminó el 
solvente orgánico por evaporación a presión reducida obteniendo finalmente una 
dispersión acuosa de NP purificadas.  En la Figura 5, se muestra el procedimiento para la 
obtención de NP. 
 
 
Figura 5. Técnica de nanoprecipitación para la obtención de NP cargadas con aceites esenciales. 
 
 
Con el fin de optimizar la obtención de NP cargadas con los aceites esenciales, se 
modificaron las siguientes variables en las formulaciones: la cantidad de aceite esencial 
(mg), el tipo de solvente (acetona y metanol), el tipo de polímero (Eudragit L100-55, 
Eudragit S100, Eudragit L100 y Quitosano), la cantidad de polímero (mg), el tipo de 
tensoactivo (PVA, Poloxamer y Tween 80), la cantidad de tensoactivo (mg) y los 
volúmenes de las fases acuosa y orgánica.  Este procedimiento se utilizó en las 
formulaciones de NP preparadas con Eudragit® y Poloxamer como formadores de las 
nanocápsulas. Por su parte, para la obtención de NP de quitosano se adicionó un paso, en 
el que una solución de entrecruzamiento (TPP 1 mg/mL de agua) fue añadida para 
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estabilizar la formulación. Para seleccionar la mejor formulación de NP se evaluó el 
tamaño de partícula y el índice de polidispersidad.  
 
Caracterización de las nanopartículas 
Tamaño de partícula y potencial Z 
A las NP cargadas con los aceites esenciales se les midió el tamaño, por espectroscopia 
de correlación fotónica, y el potencial Z, por microelectroforesis con láser Doppler con un 
Zetasizer Nanoseries, Nano-Zs90 (Malvern Instruments).   
 
Contenido de aceite esencial en NP 
Las NP cargadas con los aceites se centrifugaron a 25,000 rpm durante 2 horas en una 
Ultracentrífuga Allegra™, obteniendo una pastilla y un sobrenadante.  La pastilla fue 
resuspendida en agua, analizándola por el método validado con HS-SPME por CG. 
Posteriormente, se calcularon los porcentajes de encapsulación y eficiencia de 
encapsulación con las siguientes ecuaciones: 
 
 %E = ቀ୅౪ -୅౤୔ା୅౪ ቁ *100                                                                (11) 
Donde: 
%E = porcentaje de encapsulación 
At  = gramos de aceite esencial total 
An = gramos de aceite esencial no encapsulado 
P = gramos de polímero 
 
 
 %𝐸𝐸 = ቀ஺೟ ି஺೙஺೟ ቁ ∗ 100                                                              (12) 
Donde: 
%EE = porcentaje de la eficiencia de encapsulación 
At  = gramos de aceite esencial total 
An  = gramos de aceite esencial no encapsulado  
Estudio de liberación de aceites esenciales en atmósfera controlada 
Con la finalidad de evaluar la persistencia de los aceites esenciales (libres y 
nanoencapsulados) en una superficie después de ser aplicados, se diseñó un dispositivo 
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para determinar la liberación del aceite esencial desde la superficie de aplicación a la 
atmósfera (Figura 6). 
 
 
Figura 6. Dispositivo diseñado para la evaluación de la 
liberación de los aceites esenciales en una atmósfera 
controlada. A) Fibra de SPME, B) Recipiente con una 
atmósfera controlada, C) Base para muestra y C) Baño de 
agua para el control de la temperatura. 
 
 
Análisis de las NP por FT-IR 
Para obtener los espectros de FT-IR, se utilizaron las formulaciones de NP sin aceite 
esencial (NP blanco) y NP con aceite esencial liofilizadas por 12 h. Posteriormente cada 
formulación fue colocada en el prisma del ATR del espectrómetro FT-IR, (Perkin Elmer) 
y se obtuvieron los espectros de IR. Además, se evaluaron los componentes de los aceites 
esenciales previamente establecidos.  
 
A) 
B) 
C) 
D) 
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Evaluación las actividades biológicas de los aceites esenciales libres y en NP. 
Obtención de nanoemulsiones con aceites esenciales 
Con el fin de evaluar la actividad larvicida contra Ae. aegypti de los aceites esenciales, sin 
usar solventes orgánicos, se prepararon nanoemulsiones (NE) para cada aceite esencial (4 
mg/mL). Las NE fueron obtenidas emulsionado cada aceite con una solución acuosa de 
Poloxamer (0.4% v/v) con un homogenizador a 13,000 rpm. Posteriormente, se determinó 
su tamaño y potencial Z por espectroscopía de correlación fotónica.  
 
Actividad insecticida (larvicida) de los aceites esenciales libres y en NP contra Aedes 
aegypti 
Fue evaluada la actividad larvicida de cada aceite esencial libre (NE) y encapsulado en las 
NP. El Laboratorio de Entomología de la Facultad de Ciencias Biológicas (UANL) 
proporcionó una cepa de Ae. aegypti susceptible (Rockefeller). Los huevecillos de esta 
especie de mosquito eclosionaron a las 12 h en agua, posteriormente, las larvas fueron 
alimentadas con hígado liofilizado. 
 
Para el ensayo de actividad larvicida fueron utilizadas larvas del tercer estadío de acuerdo 
por lo indicado por la (WHO, 1981). Cada repetición fue hecha con 15 larvas, las cuales 
fueron puestas en un volumen final de agua con los tratamientos de 100 mL a 25°C (Figura 
7.).  
 
Fueron evaluadas diferentes concentraciones de aceites esenciales libres y encapsulados 
en NP (10, 30, 50, 70, 90, 110, 130 y 150 ppm) por triplicado y como control fue usado el 
tensoactivo y el agua. Las larvas fueron observadas después de 24 h y se registró la 
mortalidad. Los datos de mortalidad de larvas se sometieron a un análisis PROBIT para 
el cálculo de la DL50 y los límites de confianza del 95% (superior e inferior). Estos datos 
se calcularon utilizando el software SPSS v20.0. Los resultados con p <0.05 se 
consideraron estadísticamente significativos. 
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Figura 7. Evaluación de la actividad larvicida con larvas de Ae. aegypti . 
 
 
Actividad repelente espacial de los aceites esenciales libres y en NP contra Ae. aegypti  
La actividad repelente fue evaluada por medio del sistema HITSS (Sistema de 
Investigación de Alto-rendimiento de Procesamiento), el cual es un sistema modular que 
cuenta con 3 cilindros. Dos de ellos son metálicos con un soporte para el tratamiento, y 
uno de acrílico (Figura 8). El ensayo fue hecho con hembras de Ae. aegypti  de 2 a 4 días 
de edad. Fueron utilizadas 15 hembras por dosis de acuerdo a lo reportado por (Grieco et 
al., 2005). Se aplicó a una concentración de 250, 750 y 1,500 ppm. Se utilizaron telas de 
algodón delgadas (275 cm2), las cuales fueron impregnadas de forma homogénea con 3 
mL de cada tratamiento 15 min. previos a la evaluación. 
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Figura 8. Sistema HITSS para el ensayo de repelencia espacial de 
mosquitos. 1) Tapa con ventanillas, 2) Cilindro de metal (cámara sin luz), 
3) Soporte para tratamiento, 4) Cilindro de acrílico (cámara con luz) y 5) 
Válvula de mariposa. 
 
En el soporte de uno de los cilindros metálicos se puso la tela tratada, mientras que en el 
otro se puso la tela control (solo con acetato de etilo). Posteriormente, fueron ensamblados 
al cilindro de acrílico (transparente) por medio de las uniones con válvulas de mariposa. 
Los cilindros metálicos fueron tapados con las tapas con ventanillas. Después, teniendo 
las válvulas mariposa cerradas, los mosquitos fueron transferidos al cilindro de acrílico, 
el cuál fue cubierto totalmente con una tela negra para no dejar pasar la luz. Las ventanillas 
quedaron sin cubrir, con la finalidad de que la luz sirviera como atrayente para los 
mosquitos en los extremos del sistema. Posteriormente, a los 30 s las válvulas de mariposa 
fueron abiertas durante 10 min, y posteriormente cerradas. Los mosquitos que se quedaron 
en cada compartimiento fueron contados. Cada una de las pruebas, con los tratamientos 
evaluados y con los controles, se llevaron a cabo por sextuplicado. 
 
El índice de actividad espacial varía de -1 a 1. El 0 indica que no hay respuesta. Los 
compuestos con un índice arriba de +0.3 se consideran como repulsivos, mientras que con 
-0.3 y debajo de ésta se considera como atrayentes. 
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Toxicidad de los aceites esenciales libres y en NP contra A. salina 
Los huevos de A. salina se incubaron a 28±1 °C en solución salina con pH=7.5 y 
oxigenación. Los nauplios eclosionados fueron utilizados después de 24 h. En placas de 
96 pozos se colocaron 10 nauplios con cada tratamiento (por triplicado) y fueron 
observados después de 24 h. En el grupo control, las larvas se incubaron en solución 
salina.  
 
Con los datos obtenidos, se realizó un análisis PROBIT para determinar la DL50 y los 
límites de confianza del 95%, superior e inferior. Estos datos se calcularon utilizando el 
software SPSS v20.0. Los resultados con p <0.05 se consideraron estadísticamente 
significativos. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Las plantas son fuente de nuevos compuestos o grupos de compuestos con diversas 
actividades biológicas, por lo que cada vez hay más estudios acerca de ellas como 
alternativas a tratamientos tradicionales. El interés en este trabajo fue el uso de los 
productos obtenidos de plantas (aceites esenciales) para el control de insectos vectores de 
enfermedades. El uso de estos productos puede ser benéfico debido a que generalmente 
son menos tóxicos hacia organismos no blanco en comparación con los insecticidas o 
repelentes sintéticos (Kostić et al., 2008; Koul et al., 2008).  Además, en base a que los 
aceites esenciales son una mezcla de componentes con diferentes grupos químicos, los 
insectos no desarrollarían resistencia a estos o tardarían más en presentarla (Koul et al., 
2008). 
 
Se han reportado distintas actividades biológicas contra insectos. Por ejemplo, los aceites 
esenciales de clavo de olor, hierba de limón y hierba de citronela tuvieron actividad 
repelente contra Ae. aegypti  y C. quinquefasciatus (Sritabutra y Soonwera, 2013), así 
como el de Rosmarinus officinalis, Cinnamomum zeylanicum y O. basilicum contra Ae. 
aegypti  (Prajapati et al., 2005). Por otro lado, fue reportada la actividad larvicida del 
aceite esencial de Mentha x villosa (DL50 = 45.0 ppm) (Lima et al., 2014), del aceite 
esencial de las hojas y frutos de S. molle (DL50 de 9.6 a 14.5 ppm) (Massebo et al., 2009) 
y del aceite esencial de O. basilicum (DL50 = 11.4 ppm) (Govindarajan et al., 2013) contra 
Ae. aegypti . Estos aceites se han utilizado tradicionalmente para el control de insectos 
(Villavicencio-Nieto y Pérez-Escandón, 2010; González et al., 2011).  
 
Para este trabajo se eligió evaluar las actividades insecticidas y repelentes de los aceites 
esenciales de S. molle (frutos y hojas) y de O. basilicum, tanto en su forma libre como 
formulados en NP. 
  
Obtención y caracterización fisicoquímica de los aceites esenciales 
Inicialmente, los aceites esenciales de las hojas y frutos de S. molle, y de las hojas de O. 
basilicum, fueron obtenidos por medio de la técnica de hidrodestilación con un equipo 
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Clevenger modificado. Posteriormente, se calcularon los rendimientos de extracción para 
cada aceite. Específicamente, para el aceite esencial de las hojas de S. molle se presentó 
un rendimiento de 0.75%, mientras que para los frutos fue de 2.0%. Por otro lado, para el 
aceite de O. basilicum el rendimiento fue de solamente 0.2%.  
 
Los rendimientos obtenidos concuerdan con lo reportado para las mismas plantas, donde 
previamente se obtuvieron rendimientos del 0.1 al 0.3% para el aceite esencial de O. 
basilicum en diferentes épocas del año (Al-Maskri et al., 2011), mientras  que para el 
aceite esencial de S.  molle fue del 2.1% (Belhamel et al., 2008).  
 
Los rendimientos de extracción pueden variar dependiendo de la planta, inclusive entre la 
misma especie y en la misma región. Comúnmente, para los aceites esenciales, son 
reportados rendimientos de extracción menores comparados con otros tipos de extractos 
de plantas como metanólicos o hexánicos. Debido a que los aceites esenciales son 
metabolitos secundarios, la variación en la cantidad de estos y su proporción en cada 
planta se debe principalmente a factores ambientales como temperatura, luz solar, 
minerales en el suelo, agua y hora de recolección, entre otros (Al-Maskri et al., 2011), por 
lo que siempre habrá variaciones entre lo obtenido de diferentes plantas de la misma 
especie.  
 
En una primera etapa, la caracterización química de los aceites esenciales se realizó por 
CG-MS.  En la Figura 9 se observan los cromatogramas obtenidos para cada aceite 
esencial. 
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Figura 9. Cromatogramas de los aceites esenciales (2mg/mL) obtenidos por CG-
MS. A) Hojas de O. basilicum, B) Frutos de S. molle y C)Hojas de S. molle 
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Posteriormente, se analizó por CG-FID utilizando el mismo método cromatográfico para 
calcular el contenido porcentual de cada uno de los componentes de los aceites esenciales. 
En la Tabla 6 se observan los componentes, el contenido porcentual así como la 
comparación de los índices de Kovats calculados con los de la literatura.  
 
Tabla 6. Componentes identificados de cada aceite esencial, contenido porcentual e índices 
de Kovats por CG-MS y CG-FID. 
Componentes Abundancia (%) Índice de Kovats (KI) AESmH AESmF AEObH Ref.* AESmH AESmF AEObH 
Hexenol - - 0.13 844 - - 842 
Tricicleno 1.27 0.12 - 921 916 919 - 
α-Pineno 5.79 3.13 0.09 932 930 933 931 
Canfeno 8.71 1.26 - 946 945 948 - 
β-Pineno 4.42 0.4 0.07 974 972 975 973 
Mirceno 3.75 10.6 0.45 988 991 994 989 
α-Felandreno 3.27 30.96 - 1002 1001 1006 - 
α-Terpineno - 1.48 0.14 1014 - 1017 1015 
o-Cimeno 8.53 3.78 0.71 1022 1025 1028 1020 
Limoneno 15.64 25.53 - 1024 1029 1032 - 
Eucaliptol - - 6.16 1033 - - 1030 
β-E-Ocimeno - 0.04 - 1044 - 1052 - 
γ-Terpineno - 0.05 0.14 1054 - 1061 1055 
Terpinoleno - 0.22 0.17 1086 - 1088 1089 
Linalool - 0.45 26.14 1095 - 1099 1094 
Canfor - - 0.2 1141 - - 1140 
Borneol - 0.01 0.48 1165 - 1166 1163 
Terpin-4-ol 0.33 - - 1174 1176 - - 
Criptona 0.42 - - 1183 1184 - - 
α-Terpineol - - 1.7 1186 - - 1186 
cis-Piperitol - 0.08 - 1195 - 1194 - 
Metil chavicol - - 2.41 1195 - - 1194 
γ-Terpineol - - 1.07 1199 - - 1199 
Trans-piperitol - 0.03 - 1207 - 1207 - 
Acetato de octanol - - 0.01 1211 - - 1210 
Piperitona - 0.56 - 1249 - 1255 - 
Acetato de fenchilo - - 0.05 1229 - - 1232 
Chavicol - - 0.04 1247 - - 1249 
Metil citronelato - 0.04 - 1257 - 1263 - 
p-Ment-1-en-7-al - 0.11 - 1273 - 1275 - 
Acetato de isobornilo - 0.2 0.62 1283 - 1286 1285 
Acetato de bornilo 0.07 - - 1284 1285 - - 
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Carvacrol - 0.35 - 1298 - 1301 - 
(Z)Cinamato de metilo - - 1.62 1299 - - 1300 
Geranato de metilo - 0.18 - 1322 - 1325 - 
Elemeno - - 0.17 1335 - - 1340 
Eugenol - - 5.55 1356 - - 1356 
Acetato de nerilo - 0.07 - 1359 - 1365 - 
α-Copaeno 0.2 0.16 - 1374 1376 1377 - 
(E)Cinamato de metilo - - 37.51 1376 - - 1378 
β-Elemeno 0.99 0.26 0.03 1389 1392 1392 1390 
α-Gurjeneno 0.63 0.28 - 1409 1410 1410 - 
E-Cariofileno 0.94 1.43 - 1417 1421 1420 - 
β-Cedreno - - 0.02 1419 - - 1417 
α-trans-Bergamoteno - - 1.26 1432 - - 1440 
α-Guaieno - - 0.32 1437 - - 1439 
cis-Muurola-3,5-dieno - - 0.01 1448 - - 1449 
α-Humuleno - 0.26 0.49 1452 - 1455 1455 
alo-Aromadendreno - 0.33 - 1458 - 1462  
cis-Cadina-1(6),4-dieno - - 0.24 1475 - - 1475 
γ-Muroleno - 0.23 1.07 1478 - 1478 1479 
Germacreno D - 0.63 - 1480 - 1483 - 
cis-β-Guaieno 1.14 - - 1492 1487 - - 
Biciclogermacreno - - 0.48 1500 - - 1502 
α-Muroleno - 0.55 - 1500 - 1500 - 
α-Bulneseno - - 0.94 1509 - - 1510 
γ-Cadineno 1.31 0.39 0.96 1513 1513 1513 1515 
δ-Cadineno 9.05 3.54 0.24 1522 1520 1523 1523 
α-Cadineno  0.08 - 1537  1535 - 
Hedicariol 2.78 0.11 - 1546 1549 1547 - 
Germacreno D-4-ol 4.21 1.07 - 1574 1575 1574 - 
Globulol - 0.14 - 1590 - 1591 - 
Ledol 0.37 0.13 - 1602 1603 1603 - 
1,10-di,epi-Cubenol 0.43 - - 1618 1612 - - 
10-epi-γ-Eudesmol - 0.03 - 1622 - 1617 - 
1-epi-Cubenol 0.04 0.01 - 1627 1624 1625 - 
γ-Eudesmol 0.26 1.04 - 1630 1627 1628 - 
epi-α-Cadinol - - 2.73 1638 - - 1640 
epi-α-Muurolol 3.26 2.38 - 1640 1652 1637 - 
Cubenol - - 0.39 1645 - - 1645 
β-Eudesmol - - 0.02 1649 - - 1651 
α-Cadinol 4.29 4.17 0.17 1652 1652 1652 1653 
Identificados (%) 82.11 95.83 88.71     
No identificados (%) 17.89 4.17 11.29     
*(Adams, 2007) 
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Los componentes mayoritarios del aceite de O. basilicum fueron cinamato de metilo 
(37.5%), linalool (26.1%) y eucaliptol (6.2%). Un estudio mostró la presencia de linalool 
(26.5-56.3%), geraniol (12.1-16.5%), eucaliptol (2.5-15.1%), p-alilanisol (0.2-13.8%) y 
limoneno (0.2-10.4%) como componentes mayoritarios del aceite de O. basilicum en 
diferentes zonas climáticas (Al-Maskri et al., 2011). Otros estudios mostraron también 
como compuestos mayoritarios el linalool y el cinamato de metilo (Ismail, 2006; Telci et 
al., 2006), lo cual coincide con nuestros resultados. 
 
El aceite esencial del fruto de S. molle tuvo como compuestos mayoritarios el α-felandreno 
(31.0%), limoneno (25.5%) y mirceno (10.6%), mientras que el aceite esencial de la hoja 
de S. molle tuvo como compuestos mayoritarios el limoneno (15.6%), δ-cadineno (9.1%) 
y canfeno (8.7%). El limoneno y el α-felandreno ya han sido reportados como los 
componentes mayoritarios de los aceites de frutos y hojas de S. molle (Zahed et al., 2011). 
Otros reportes también concuerdan en que el limoneno es uno de los componentes 
mayoritarios en estos aceites (Belhamel et al., 2008; Benzi et al., 2009; Zahed et al., 2011; 
Martins et al., 2014). Es importante conocer la composición de un aceite esencial y sus 
compuestos mayoritarios, ya que, generalmente son los que brindan la actividad biológica 
así como para estimar su uso potencial como insecticida. Se ha reportado que algunos de 
los componentes mayoritarios de estos aceites, como el limoneno y el linalool, tienen 
actividad contra Ae. aegypti  (Pandey et al., 2013). 
 
Para cuantificar los componentes de cada aceite esencial, los métodos de CG-FID fueron 
optimizado (Tabla 7) variando los tiempos y las temperaturas de la rampa del horno. 
Posteriormente, para cada planta se eligió el método que presentara la mejor separación 
de las señales atribuidas a los componentes de los aceites.  
 
Cabe mencionar que para los aceites esenciales de fruto y hoja del S. molle se usó el mismo 
método debido a que se observaron el mismo número de señales cromatográficas y solo 
diferían en la proporción de sus componentes. Tanto para el aceites esencial de fruto y 
hojas de S. molle y de O. basilicum se eligió el programa 8 (Tabla 7).  
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Tabla 7. Optimización del programa de temperatura por CG-FID (inyección directa) para la caracterización 
química del aceite esencial de S. molle y O. basilicum. 
 
Planta Programa de temperatura Condiciones 
S. molle 
1 
Inició en 50 °C y esperó 1 min, aumentó a 120 °C (8 °C/min) y esperó 1 min, 
después aumentó a 150 °C (25 °C/min) y esperó 1 min, y por último hasta 250 °C 
(8 °C/min) y esperó 1 min. 
2 
Inició en 50 °C y esperó 1 min, aumentó a 70 °C (3 °C/min) y esperó 3 min, después 
aumentó a 120 °C (4 °C/min) y esperó 1 min, y por último hasta 250 °C (45 °C/min) 
y esperó 1 min. 
3 Inició en 55 °C, aumentó a 70 °C (3 °C/min), después aumentó a 100 °C (10 °C/min), y por último hasta 250 °C (7 °C/min) y esperó 1 min. 
4 Inició en 55 °C, aumentó a 84 °C (3 °C/min) y esperó 0.5 min, después aumentó a 100 °C (10 °C/min), y por último hasta 178 °C (6 °C/min). 
5 Inició en 60 °C, aumentó a 83 °C (3 °C/min) y esperó 1 min, después aumentó a 100 °C (10 °C/min), y por último hasta 178 °C (6 °C/min). 
6 Inició en 55 °C, aumentó a 70 °C (3 °C/min), después aumentó a 100 °C (9 °C/min), y por último hasta 178 °C (6 °C/min). 
7 Inició en 60 °C, aumentó a 70 °C (3 °C/min), después aumentó a 100 °C (10 °C/min), y por último hasta 178 °C (6 °C/min). 
8 Inició en 60 °C, aumentó a 86 °C (3 °C/min), después aumentó a 100 °C (10 °C/min), y por último hasta 178 °C (6 °C/min). 
O. 
basilicum 
1 Inició en 70 °C, aumentó a 100 °C (6 °C/min) y esperó 1.5 min, después aumentó a 119 °C (2 °C/min), y por último hasta 270 (45 °C/min). 
2 Inició en 70 °C, aumentó a 90 °C (6 °C/min) y esperó 3 min, después aumentó a 119 °C (2 °C/min), y por último hasta 270 °C (45 °C/min). 
3 Inició en 70 °C, aumentó a 95 °C (6 °C/min) y esperó 3 min, después aumentó a 119 °C (2 °C/min), y por último hasta 270 °C (45 °C/min). 
4 Inició en 75 °C, aumentó a 100 °C (6 °C/min) y esperó 3 min, después aumentó a 119 °C (2 °C/min), y por último hasta 270 °C (45 °C/min). 
5 Inició en 75 °C, aumentó a 106 °C (6 °C/min) y esperó 3 min, después aumentó a 119 °C (2 °C/min), y por último hasta 270 °C (45 °C/min). 
6 Inició en 75 °C, aumentó a 110 °C (6 °C/min) y esperó 3 min, después aumentó a 119 °C (2 °C/min), y por último hasta 270 °C (45 °C/min). 
7 Inició en 75 °C, aumentó a 110 °C (6 °C/min) y esperó 3 min, después aumentó a 119 °C (2 °C/min), y por último hasta 270 °C (20 °C/min). 
8 Inició en 75 °C, aumentó a 110 °C (6 °C/min) y esperó 3 min, después aumentó a 119 °C (10 °C/min), y por último hasta 270 °C (55 °C/min). 
 
Posteriormente, se evaluó la actividad óptica, el índice de refracción y la densidad relativa 
de los aceites esenciales, de acuerdo a la FEUM (SSA, 2004). El anetol se estableció como 
control en la determinación de las propiedades físicas en base a sus características 
fisicoquímicas descritas en la FEUM. En la Tabla 8 se muestran los valores obtenidos en 
la caracterización física de los aceites esenciales de S. molle y O. basilicum y del anetol 
(control).  Estos parámetros son utilizados para determinar la pureza y estabilidad de los 
estos aceites utilizados en la industria de perfumes y de alimentos  (Agnieszka y Gantner, 
2012; Boukhatem et al., 2014). Específicamente, la actividad óptica, es una evaluación 
primordial de los aceites esenciales en la industria para su control de calidad, es decir para 
verificar que el producto sea estable. Por su parte, un índice de refracción mayor a 1.47 
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indica que el aceite esencial contiene principalmente compuestos alifáticos y/o aromáticos 
oxigenados, lo que nos puede dar una idea preliminar de la composición del aceite. En 
este trabajo los aceites obtenidos contenían terpenos alifáticos como, por ejemplo, pineno, 
mirceno, canfeno, felandreno y cadineno, entre otros. 
 
Tabla 8. Caracterización física de los aceites esenciales y del anetol (control) según la FEUM. 
 
Parámetro físico AESmf*** AESmh*** AEObh*** Control (anetol) FEUM 
Actividad Óptica (°)* 53.76 35.1 -4.46 -0.15 -0.15 y +0.15 
Densidad Relativa (g/mL) 0.84 0.876 0.966 0.987 0.983 - 0.988 
Índice de Refracción** 1.481 1.486 1.516 1.539 1.557 y 1.561 
**Refractómetro Abbe, Anton Paar 
*** Polarímetro Perkin Elmer 341 
***Todos los valores tuvvieeron DE  0.006 
 
Por otro lado, la selección de los componentes del aceite esencial se realizó en base a su 
abundancia (Tabla 6) y a su actividad biólogica. Para el aceite de fruto y hoja de S. molle, 
se seleccionaron el -pineno, o-cimeno y limoneno con una proporción de 10:18:72, 
respectivamente. Mientras que para el aceite de O. basilicum, se seleccionaron el linalool, 
eucaliptol y alilanisol (20:65:15, respectivamente). 
 
Desarrollo del método con Microextracción en fase sólida en modo headspace (HS-
SPME) por cromatografía de gases (CG-FID) 
Un método analítico deseable tiene que ser lineal, sensible, preciso, exacto y robusto; 
además, debe ser capaz de cuantificar al analito o analitos (Brown y Lister, 2014). Algunos 
de los métodos comúnmente usados para el análisis de aceites esenciales involucran 
análisis cromatográficos (i.e. HPLC, CG) (Baranauskien et al., 2005; Rivero-Cruz et al., 
2006; Martins et al., 2014; Ruíz-García et al., 2015) así como técnicas de separación (i.e. 
SPE, SPME).  
 
Para el caso de muestras que contienen varios analitos, se debe utilizar métodos 
cromatográficos ya que separan y brinda la señal analítica de forma más confiable. En este 
caso, por tratarse de componentes volátiles, la técnica más utilizada para el análisis 
cualitativo de los aceites esenciales es la cromatografía de gases acoplada a espectrometría 
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de masas (CG-MS), y para el análisis cuantitativo la cromatografía de gases con detector 
de ionización en flama (CG-FID.  
 
De igual forma, para el análisis cuantitativo de los aceites esenciales incorporados en NP, 
es necesaria realizar una etapa de extracción y preconcentración de la muestra antes de ser 
analizada debido a su complejidad (Hallier et al., 2013). 
 
La SPME es una técnica rápida, fácil, sensible y precisa para extraer compuestos volátiles 
a partir de muestras con matrices complejas, reduciendo interferencias no volátiles y 
concentrando los analitos para un posterior análisis (Pawliszyn, 1997; Ruíz-García et al., 
2015). 
 
En este trabajo se utilizó la técnica de SPME con la finalidad de eliminar posibles 
interferencias de la formulación de las NP.  La SPME se realizó en modalidad de 
headspace (HS) debido a su alta selectividad para compuestos volátiles y semivolátiles, 
como son los componentes de los aceites esenciales (Bicchiet al., 2007; Morris et al., 
2011; Romero et al., 2015). Aunado a esto, la fibra de SPME no tiene contacto directo con 
la muestra, por lo que se reducen los efectos de matriz e interferencias, especialmente en 
muestras complejas como las formulaciones de NP (Ruíz-García et al., 2015).  
 
Para el desarrollo del método analítico para cuantificar los componentes del aceite esencial 
por HS-SPME con CG, fue necesario seleccionar la fibra que permita la mejor extracción 
de los componentes seleccionados con la menor variabilidad. Se evaluaron cuatro fibras 
de diferente polaridad y composición.  En la Figura 10, se muestran los cromatogramas 
de la solución de estándares a una concentración total de 10 µg/mL obtenidos con las 
cuatro fibras bajo las condiciones de HS-SPME mostradas en la Tabla 3 y con el programa 
de temperatura optimizado previamente. 
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Figura 10. Cromatogramas de los estándares a una concentración total de 10 µg/mL con las cuatro fibras de 
SPME. 1) Estándares para aceite esencial de O. basilicum: A) eucaliptol, B) linalool y C) alilanisol; 2) 
Estándares para aceite esencial de S. molle: D) -pineno, E) o-cimeno y F) limoneno. 
 
 
En la Figura 11 se muestran las áreas de los estándares con las cuatro fibras con HS-SPME 
por CG-FID para cada aceite esencial. En base a la mayor señal (área) de los tres 
componentes con la menor variabilidad en los resultados, se seleccionaron las fibras para 
cada aceite. 
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A) 
B) 
 
Figura 11. Comparación de las áreas de los tres estándares (concentración total de 10 µg/mL) obtenidas 
con las fibras de SPME evaluadas por CG-FID (xത ± s; n=3). A) Estándares para el aceite esencial de S. 
molle, y B) Estándares para el aceite esencial de O. basilicum. 
 
De manera general, se puede observar que la extracción de cada componente fue diferente 
en cada una de las cuatro fibras. Este comportamiento es debido a las características 
específicas de cada fibra, como su polaridad, composición, espesor del recubrimiento y el 
tipo de extracción (partición o adsorción) (Pawliszyn, 1997; Ouyang y Pawliszyn, 2008).  
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Teóricamente, las fibras con una composición mixta (DVB/CAR/PDMS y CAR/PDMS) 
son mejores para extraer compuestos con diferentes características que las que están 
compuestas solo por un tipo de recubrimiento (PA y PDMS). Esto es debido a que 
permiten tener dos tipos de extracción, por partición y adsorción, permitiendo extraer 
mayor cantidad de compuestos (Baranauskien et al., 2005). Lo anterior se pudo observar 
para los componentes del aceite de O. basilicum, los cuales fueron extraídos mayormente 
con la fibra de CAR/PDMS, pero con mayor variabilidad en la respuesta para el alilanisol 
posiblemente por su alta hidrofobicidad, por lo que se eligió la fibra de DVB/CAR/PDMS, 
como fibra de extracción. Esto concuerda con un estudio realizado para observar la 
influencia que tenían los tipos de recubrimientos en la extracción de compuestos de 
plantas aromáticas y medicinales (Bicchi et al., 2007). Así también, se observó que la fibra 
de PDMS fue la más indicada para la extracción del aceite esencial de S. molle (mayor 
respuesta con menor variabilidad), debido probablemente al carácter no polar de la fibra 
y de los compuestos principales (terpenos alifáticos (Díaz-Maroto et al., 2002). 
 
 
Tabla 9. Variables del diseño experimental de Plackett-Burman para la 
optimización del método de extracción con la fibra de PDMS para la HS-SPME. 
 
Variable Nivel bajo Nivel alto 
HS:Muestra 1:0.85 1:1.33 
Velocidad de agitación (rpm) 250 350 
Distancia fibra-muestra (mm) 4 6 
Tiempo de equilibrio (min) 5 20 
Temperatura de extracción (°C) 55 70 
Tiempo de extracción (min) 5 20 
Concentración de polímero en NP blanco (µg/mL) 11.25 16.5 
 
Posteriormente, un diseño experimental de Plackett-Burman fue utilizado para optimizar 
las condiciones de HS-SPME-CG. Este diseño experimental permite evaluar parámetros 
en niveles altos y bajos con el menor número de experimentos posible con una respuesta 
significativa (Tabla 9). Es conocido que las variables que más influyen en la HS-SPME 
son la relación entre el headspace y la muestra (HS:MS), la temperatura de extracción y 
el tiempo de extracción (Pawliszyn, 1997). También se han reportado otras variables que 
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afectan directamente la transferencia de los compuestos hacia la fibra de SPME, como el 
tiempo y temperatura de equilibrio, efecto matriz, velocidad de agitación y distancia a la 
que se coloca la fibra sobre la muestra (Kovačevič y Kač, 2001; Cabredo-Pinillos et al., 
2004; Ho et al., 2006; Rodriguez-Lafuente et al., 2009). 
 
Para evaluar los resultados del diseño experimental de Plackett-Burman, se calcularon las 
diferencias entre las respuestas de los niveles altos y bajos, restando los promedios de las 
respuestas de los niveles altos menos los promedios de las respuestas de los niveles bajos 
para cada variable, obtenidos con el método cromatográfico optimizado previamente.  La 
diferencia obtenida se graficó para evaluar la influencia que ejercía cada variable sobre la 
HS-SPME (Figura 12.).  Entre mayor sea la diferencia mayor será la influencia sobre el 
sistema de extracción. Se observa como todos los parámetros evaluados  influenciaron al 
sistema HS-SPME debido a que está basado en varios equilibrios (Romero et al., 2007).  
 
A niveles bajos, los parámetros, que afectan, son: concentración de polímero, velocidad 
de agitación y distancia de la fibra sobre la muestra. La concentración de polímero 
probablemente hace un efecto matriz sobre la muestra, cuando está en baja concentración 
permite a los analitos migrar fácilmente a la fase gaseosa. Sin embargo, cuando aumenta 
la concentración, los componentes pueden quedar atrapados o adsorbidos por las cadenas 
poliméricas debido a su carácter hidrofóbico. En relación a  
 
la distancia a la que se colocó la fibra de SPME sobre la muestra, fue observado que a 
nivel bajo la influencia fue mayor, esto puede ser debido a la adsorción del vapor de agua 
a la fibra que pudo haber modificado la polaridad de la fibra y, consecuentemente, la 
forma de extracción. Adicionalmente, el resultado obtenido a nivel bajo de la velocidad 
de agitación es debido a la influencia directa que ejerce sobre la transferencia de los 
componentes a la fase gaseosa en el espacio de cabeza y desde el espacio de cabeza a la 
fibra, entre menor sea la agitación habrá menos homogeneidad en la migración. 
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Figura 12. Diferencias de áreas entre los niveles altos y bajos de las variables en la optimización de la 
técnica de HS-SPME con aceite esencial de S. molle (10 µg/mL) y la fibra de PDMS (n= 2). NP blanco = 
NP sin aceite esencial. 
 
 
Por otro lado, los niveles altos que tuvieron mayor influencia fueron los tiempos de 
equilibrio y extracción, la temperatura de extracción y el volumen del espacio de cabeza. 
Tanto el tiempo de equilibrio como de extracción tuvieron una influencia alta, debido a 
que, a alta temperatura la transferencia de los compuestos volátiles hacia la fase gaseosa 
es más rápida y si se deja más tiempo habrá una mayor variabilidad ya que los analitos 
estarán moviéndose rápidamente entre las distintas fases al incrementarse la energía 
cinética de las moléculas (Pawliszyn, 1997).  
 
El tiempo de extracción depende del tipo de los analitos y la muestra, por ejemplo, esta 
reportado que de 10 a 20 min es suficiente tiempo para extraer compuestos volátiles, como 
los aceites esenciales. Sin embargo, la variabilidad puede ser más evidente a un tiempo 
de extracción mayor (Bicchi et al., 2005). Finalmente, la influencia del espacio de cabeza 
fue probablemente debido a que, al cambiar este volumen, se cambia la proporción entre 
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las fases acuosa y gaseosa, por lo que los equilibrios cambian radicalmente. Considerando 
que cuanto menor sea la diferencia, menor será la influencia de esa variable sobre la 
respuesta; las condiciones óptimas en la extracción de estos compuestos con HP-SPME 
se muestran en la Tabla 10. 
 
Tabla 10. Condiciones de extracción óptimas para la 
extracción de -pineno, o-cimeno y limoneno a partir 
del aceite esencial de S. molle con HS-SPME por CG. 
 
Variable Valor 
Volumen de muestra (mL) 4 
Velocidad de agitación (rpm) 250 
Distancia fibra-muestra (cm) 0.5 
Tiempo de equilibrio (min) 10 
Temperatura de extracción (°C) 70 
Tiempo de extracción (min) 10 
Concentración de polímero en NP (µg/mL) 84 
 
Dentro de la caracterización de las NP, es fundamental desarrollar y validar métodos 
analíticos que permita cuantificar la cantidad de aceite encapsulado. Debido a que los 
aceites esenciales son una mezcla de componentes con grupos funcionales diferentes, su 
cuantificación simultanea representa todo un reto.  
 
Tabla 11. Parámetros de validación establecidos en la validación del sistema para cuantificar los 
componentes del aceite esencial de S. molle con HS-SPME por CG-FID. 
 
Parámetro de 
validación -pineno o-cimeno Limoneno Referencia 
Linealidad 0.9902 0.9921 0.9913 r ≥ 0.99* 
LDD 
(ppm) 0.65 0.58 0.61 -- 
LDQ 
(ppm) 1.97 1.76 1.85 
L ≤ nivel inferior 
estimado en la 
linealidad* 
Repetibili
dad 
(D.E.R.) 
9.49 11.38 12.23 
DER<15%** Precisión 
intermedia 
(D.E.R.) 
15.03 10.12 11.62 
*Secretaría de Salud, CCAYAC-P-058, 2011; ** Jimenez C., et al., 2002 
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Con el propósito de validar el método de HS-SPME por CG para cuantificar los aceites 
esenciales en formulaciones de NP, se evaluaron los siguientes parámetros de calidad de 
acuerdo a lo establecido por la Secretaría de Salud de México (SSA, 2011).  Para validar 
el sistema para S. molle se determinó linealidad, límite de detección, límite de 
cuantificación y precisión (repetibilidad y precisión intermedia).  En la Tabla 11. se 
muestran los resultados obtenidos de los parámetros evaluados.  
 
Para la validación del método con HS-SPME, se usaron NP cargadas con aceite esencial 
adicionadas con estándares de -pineno, o-cimeno y limoneno. Se determinó exactitud, 
precisión y robustez, de acuerdo a la Secretaría de Salud (CCAYAC-P-058).  En las Tablas 
12 y 13 se muestran los resultados obtenidos de los parámetros evaluados para la 
validación del método del aceite esencial de hoja y fruto de S.molle. 
 
Tabla 12. Parámetros de validación establecidos en la validación del método para cuantificar los 
componentes del aceite esencial de S. molle con HS-SPME por CG-FID. 
 
Parámetro de validación -pineno o-cimeno Limoneno Referencia 
Exactitud (%R) 96.83 99.26 94.70 70-110%* 
Repetibilidad (D.E.R.) 11.37 8.36 8.70 
DER<15%** Precisión intermedia 
(D.E.R.) 11.24 10.28 11.57 
* AOAC, 2002 
** Jimenez C., et al., 2002 
 
 
Tabla 13. Evaluación de la robustez en la validación de los métodos para cuantificar los componentes del 
aceite esencial de S. molle con HS-SPME por CG-FID. 
 
Parámetro de validación -pineno o-cimeno Limoneno Referencia 
Robustez 
Tiempo de 
equilibrio No No No 
Diferencias entre 
niveles altos y bajos 
NO FUE ROBUSTO 
Distancia de 
la fibra sobre 
la muestra 
No No No 
Cantidad de 
muestra Si Si Si 
Flujo de He No No No 
Temperatura No No No 
Split No No No 
Tiempo de 
extracción Si Si Si 
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Para validar el sistema para O. basilicum, se determinó linealidad, límite de detección y 
límite de cuantificación.  En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos de los 
parámetros evaluados.  
 
Tabla 14. Parámetros de validación establecidos en la validación del sistema para cuantificar los 
componentes del aceite esecial de O. basilicum con HS-SPME por CG-FID. 
 
Parámetro de 
validación Eucaliptol Linalool Alilanisol Referencia 
Linealidad 0.9911 0.9945 0.9919 r ≥ 0.99* 
LDD 0.61 ppm 0.48 ppm 0.58 ppm -- 
LDQ 1.87 ppm 1.47 ppm 1.78 ppm 
L ≤ nivel inferior 
estimado en la 
linealidad* 
*Secretaría de Salud, CCAYAC-P-058, 2011 
 
Para la validación del método con HS-SPME se usaron NP cargadas con aceite esencial, 
adicionadas con estándares de eucaliptol, linalool y alilanisol. Se determinó exactitud y 
precisión, de acuerdo a la Secretaría de Salud (CCAYAC-P-058).  En la Tabla 15 se 
muestran los parámetros evaluados para la validación del método del aceite esencial de O. 
basilicum. 
 
Tabla 15. Parámetros de validación establecidos en la validación del método para cuantificar los 
componentes del aceite esencial de O. basilicum con HS-SPME por CG-FID. 
 
 
Parámetro de validación Eucaliptol Linalool Alilanisol Referencia 
Exactitud (%R) 109.67% 74.73% 81.35% 70-110%* 
Repetibilidad  (D.E.R.) 6.18% 5.69% 7.11% 
DER<15%** Precisión intermedia 
(D.E.R.) 6.93% 7.24% 14.52% 
* AOAC, 2002 
** Jimenez C., et al., 2002 
 
Como se puede observar, todos los parámetros de validación evaluados fueron aceptables 
para ambas plantas. Específicamente, para la linealidad, fueron obtenidos coeficientes de 
determinación (r2) mayores a 0.99 para los componentes de los aceites esenciales, esto 
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indica que el método de HS-SPME-CG tiene un comportamiento lineal y una 
concentración correlacionada con la respuesta analítica obtenida por CG (áreas de los 
picos cromatográficos). Los valores obtenidos para el LDD y LDQ fueron menores que el 
menor nivel de concentración de la linealidad, lo cual asegura la exactitud y precisión 
(Pramod et al., 2013). La precisión intermedia y repetibilidad resultaron ser menores del 
15% (%DER), lo cual es aceptable para productos naturales, y establece que el método es 
preciso durante el mismo día y en días no consecutivos (Jiménez et al., 2002). La exactitud 
fue calculada de acuerdo a los porcentajes de recuperación (%R), los cuales fueron 
obtenidos dentro de lo aceptable entre 70 y 110%(SSA, 2011).  
 
Para establecer las variables que afectan significativamente el método y su robustez, se 
usó un diseño experimental de Plackett-Burman. Las diferencias obtenidas entre los 
niveles altos y bajos deben ser menores al valor de 2 ½ DE (FAO, 2005).Las variables 
que afectaron significativamente al método con HS-SPME por CG fueron el tiempo de 
equilibrio, la distancia de la fibra, el flujo de la fase móvil, la temperatura y el modo Split; 
por lo que el método no fue robusto. Estos resultados nos indican que el analista debe de 
realizar cuidadosamente el análisis y el manejo de las muestras para obtener resultados 
confiables con la menor variabilidad (Sousa et al., 2011).  
 
Sistemas de liberación con aceites esenciales 
Obtención y caracterización de NP 
 
Las nanopartículas poliméricas (NP) son sistemas versátiles compuestos por materiales 
poliméricos que atrapan a uno o varios tipos de moléculas (Rao y Geckeler, 2011). 
Específicamente, el tipo de polímero es uno de los parámetros más importantes en la 
obtención de NP, ya que una de sus funciones principales es dar soporte a las NP, además 
de proteger y liberar controladamente al principio activo (Maitz, 2015).  
 
El polímero seleccionado debe tener las propiedades adecuadas de acuerdo a la aplicación 
deseada; también se debe tomar en cuenta si es necesario que sea, por ejemplo, 
biodegradable o biocompatible (Naha et al., 2012). Existe una variedad muy grande de 
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polímeros con diferentes propiedades fisicoquímicas (i.e. polaridad, peso molecular, tipo 
de degradación) (Liechty et al., 2010), entre los que se encuentran: i) compuestos 
macromoleculares de origen natural, como, alginato de sodio, gelatina y quitosano; ii) 
polímeros semisintéticos, por ejemplo, derivados de celulosa iii) polímeros sintéticos, 
como polietilenglicoles, poloxámeros, polilactidas, poliamidas, acrilatos iv) productos de 
fermentación, como la goma de xantano (Karolewicz, 2016). En este trabajo se usaron 
polímeros de acrilatos y quitosano. 
 
Los polímeros acrílicos (derivados del ácido metacrílico, ésteres acrílicos o metacrílicos) 
son biocompatibles, por lo que han sido aprobados para su uso farmacéutico. Estos 
polímeros son conocidos comercialmente como Eudragit® y se han usado ampliamente 
debido a su estabilidad química, propiedades adhesivas y plásticas, capacidad de 
recubrimiento, compatibilidad con diferentes activos y su variedad, teniendo una amplia 
gama de opciones en base a su solubilidad y permeabilidad (Rowe et al., 2009). Debido 
a lo anterior son usados comúnmente para la preparación de micropartículas y 
nanopartículas con fármacos, además de que han mostrado que pueden encapsular 
eficientemente diversas moléculas, tanto sólidas como líquidas (Lee et al., 2001; Pankaj 
et al., 2017).  
 
Con el objetivo de mejorar la aplicación de los aceites esenciales, se prepararon NP con 
Eudragit® L100-55 y aceite esencial de los frutos de S. molle por la técnica de 
nanoprecipitación. Debido a que este aceite tuvo un alto rendimiento, durante su 
extracción, fue usado como modelo para la optimización de la obtención de NP.  
 
El volumen de la fase acuosa, cantidad de aceite esencial y solvente orgánico fueron los 
parámetros evaluados con el fin de obtener las mejores condiciones de preparación. 
Posteriormente, el método validado de HS-SPME-CG fue utilizado para cuantificar, 
directamente, el aceite esencial encapsulado en las NP preparadas y así determinar el 
%EE de las formulaciones. 
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En la Figura 13 se muestran las formulaciones obtenidas con diferentes condiciones de 
preparación. Esta información fue confirmada con una t de student y un análisis de 
Levene, con los cuales se compararon las medias y las varianzas (Piccapietra et al., 2008).  
 
 
 
Figura 13. Efecto de algunos parámetros sobre el tamaño de NP obtenidas por 
nanoprecipitación con Eudragit L100-55. A) Metanol, B) Metanol:Acetona (1:1), (?̅? ± 𝜎,𝑛 = 3). 
 
Como se puede ver, los diámetros de partícula obtenidos para las NP con metanol fueron 
ligeramente menores que las preparadas con la mezcla de solventes. Este comportamiento 
pudo deberse a la solubilidad del polímero en los solventes orgánicos de la fase orgánica. 
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Si las cadenas poliméricas eran más afines al metanol al poner en contacto la fase orgánica 
con la acuosa, éstas difundieron más fácil con el solvente hasta agregarse y formar NP 
más pequeñas (Galindo-Rodríguez et al., 2004). con respecto al %EE, es probable que el 
aceite esencial hubiera tenido mayor afinidad por la mezcla de solventes que al metanol 
solo, por lo que, pudo haber difundido con el frente del solvente evitando ser atrapado en 
la NP. Esto pudo haber provocado valores de %EE más bajos en la mezcla de solventes 
en relación con el metanol solo. 
 
Por otra parte, el volumen de fase acuosa actúa directamente sobre las interacciones entre 
las cadenas poliméricas y los componentes del aceite esencial, sin embargo, no se observa 
una diferencia significativa. Por otro lado, la cantidad de aceite esencial afecta en la 
relación y la manera en que se agrega el polímero. En relación a ésto, a mayor cantidad 
de aceite se espera un tamaño mayor de partícula (Galindo-Rodríguez et al., 2004), sin 
embargo, en este caso no hubo una diferencia significativa en el tamaño de partícula, 
probablemente, debido a que la poca cantidad de aceite esencial encapsulado no afectó al 
tamaño. En general, los índices de polidispersidad de todos los lotes de NP fueron 
aceptables (datos no mostrados). Estos valores resultan aceptables si se considera que este 
puede variar en un rango de 0 a 1, en donde el valor más cercano al 0 indica una 
distribución homogénea de tamaño de partícula (Galindo-Rodríguez S.A., et al., 2004). 
Todas las formulaciones tuvieron índices de polidispersidad menores a 0.200. 
 
En relación al %EE, se determinó que ninguno de los lotes preparados con Eudragit® 
L100-55 (Figura 13) tuvieron un valor mayor a 10%. Por lo tanto, se decidió evaluar otros 
polímeros para mejorar la encapsulación. Los polímeros empleados, Eudragit® L100 y 
Eudragit® S100 (Figura 14), son copolímeros aniónicos a base de ácido metacrílico y 
metacrilato de metilo. La relación de los grupos carboxilo libres y los grupos éster es de 
aproximadamente de 1:1 en Eudragit® L100 y de 1:2 en Eudragit® S100 (Evonik, 2011). 
Estos polímeros fueron elegidos debido a que se disuelven a pH básicos, mismas 
características de basicidad presentan los insectos en su aparato digestivo y en la superficie 
de su exoesqueleto (Pérez-de-Luque y Rubiales, 2009), por ello son comúnmente 
utilizados para la liberación de diversas moléculas en el intestino (Cetin et al., 2010; Silva 
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et al., 2015). La formulación de NP preparada con Eudragit S100 fue la única que tuvo un 
%EE mayor al 10%, por lo que los siguientes estudios de formulación se hicieron sólo con 
este polímero.  
 
 
Figura 14. Comparación de los EE% de NP obtenidas con diferentes Eudragit® 
(100-55, S100, L100 y mezcla del S100 con L100-55), (?̅? ± 𝜎, 𝑛 = 3). 
 
En la técnica de nanoprecipitación, la naturaleza y concentración del polímero en la fase 
orgánica, la polaridad del solvente, la naturaleza y la relación de las fases son factores 
relacionados con el tamaño de las nanocápsulas (Mora-Huertas et al., 2010). En la Figura 
15 se puede observar la relación entre los componentes de la fase orgánica con el tamaño 
y el % de eficiencia de encapsulación de las NP preparadas con Eudragit® S100. Se puede 
ver como el aumento en la cantidad de aceite esencial afecta directamente en el tamaño 
de partícula, donde a mayor cantidad se obtuvieron mayores tamaños. Este 
comportamiento se hace más evidente al pasar de 25 a 100 mg de aceite esencial en la fase 
orgánica. Debido a que en la técnica de nanoprecipitación el solvente orgánico difunde a 
la fase acuosa, la red polimérica atrapa al principio activo (aceite esencial), y habiendo 
mayor cantidad, quedará atrapado mayormente, reflejándose en un mayor tamaño de 
partícula (Galindo-Rodríguez et al., 2004; Das et al., 2010). Estos resultados son similares 
a los obtenidos en algunos trabajos donde usaron este polímero para encapsular diferentes 
tipos de aceites, tanto volátiles como no volátiles (Averina y Allémann, 2013a; Fiel et al., 
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2014). Por otro lado, la cantidad de polímero en este caso no tuvo un efecto significativo 
sobre el tamaño de partícula de las formulaciones.  
 
 
 
Figura 15. Efecto de la cantidad de polímero y de aceite esencial en la fase orgánica sobre 
el tamaño y eficiencia de encapsulación de NP obtenidas por nanoprecipitación con 
Eudragit S100 (?̅? ± 𝜎, 𝑛 = 3). 
 
Con respecto a los porcentajes de eficiencia de encapsulación, se obtuvo el valor más alto 
al utilizar 25 mg de polímero y 25 mg de aceite esencial. No existen muchos reportes sobre 
la aplicación del Eudragit® S100 en la encapsulación de aceites esenciales, sin embargo, 
en una publicación se reportaron formulaciones de NP con Eudragit® S100 y aceite de 
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pino (no volátil), obteniendo 94% de EE.  Cabe mencionar que las NP presentaban índices 
de polidispersidad de 0.3, (Averina y Allémann, 2013b). 
 
Por otro lado, en el presente estudio se logró encapsular componentes de los aceites 
esenciales de carácter no polar, como el limoneno, el mirceno y el eugenol. Existen 
trabajos en los que se han reportado %EE elevados (   al 70%) para compuestos 
hidrofóbicos (Ma et al., 2001). Particularmente, Ephrem y col.(2014) prepararon NP de 
ácido poli(láctico) cargadas con aceite esencial de romero y obtuvieron altos %EE (99%), 
sugiriendo que esto se deba a la elevada hidrofobicidad de los compuestos encapsulados. 
Este comportamiento no coincidió con nuestros resultados, probablemente debido a que, 
si bien los tres componentes son hidrofóbicos, también son altamente volátiles 
favoreciendo su evaporación durante la purificación de las NP. 
 
Por otro lado, fueron preparadas NP de quitosano con los aceites esenciales. 
Específicamente, el quitosano, copolímero catiónico no ramificado, es un polisacárido 
básico con un pKa aproximado de 6.3, es por ello que es soluble en soluciones acuosas 
ligeramente ácidas (pH aproximado de 6), donde a partir de un pH de 6.2 empieza a 
asociarse como gel. Esta capacidad se debe a la formación de puentes de hidrógeno intra 
e intermoleculares de sus cadenas (Ritthidej et al., 2002), gelificando espontáneamente al 
contacto de polianiones polivalentes mediante la formación de entrecruzamientos 
intramoleculares. En particular, el tripolifosfato (TPP) es el agente de entrecruzamiento 
más usado debido a que no es tóxico y ayuda a gelificar rápidamente mediante fuerzas 
electrostáticas. Está reportado que el quitosano es degradado por algunas enzimas en 
vertebrados, como lisozimas y enzimas bacterianas en el colon (Kean y Thanou, 2010). 
Debido a esta ventaja se ha usado como base de diversas formulaciones como 
micropartículas, películas y nanopartículas con aceites esenciales con diferentes 
aplicaciones (Fan et al., 2012; Ribeiro et al., 2013; Liu et al., 2017).  En la Figura 16 se 
puede observar el efecto de parámetros como la cantidad de tensoactivo y el volumen de 
la fase de entrecruzamiento (TPP, 1mg/mL) sobre el tamaño y el %EE de las NP 
preparadas con quitosano. Se puede observar, de manera general, qué al aumentar la 
cantidad de tensoactivo, aumentó el tamaño de partícula y el índice de polidispersidad, los 
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cuales teóricamente deberían de haber bajado. Cabe mencionar que, tanto el tamaño de 
partícula como el índice de polispersidad, podrían haber incrementado debido a la alta 
concentración del surfactante en la fase acuosa. Este comportamiento podría deberse a que 
un exceso de surfactante podría conllevar a la formación de núcleos micelares que afecten 
el índice de polidispersidad.  
 
 
Figura 16. Efecto de la cantidad de tensoactivo y volumen de la fase de entrecruzamiento 
sobre el tamaño y eficiencia de encapsulación de NP de quitosano obtenidas por 
nanoprecipitación y gelificación iónica (?̅? ± 𝜎, 𝑛 = 3). 
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Durante la preparación de las NP, el tensoactivo tiene el propósito de proveer estabilidad 
a estos sistemas. Los agregados y la difusión rápida de los activos puede ser evitada 
usando tensoactivos con alto equilibrio hidrofílico-hidrofóbico, mientras que los que 
tienen un equilibrio bajo, se usan para obtener partículas homogéneas y pequeñas 
(Christofoli et al., 2015).  
 
Actualmente, existen reportes de NP de quitosano con aceites esenciales, como el aceite 
esencial de Lippia sidoides encapsulado en un gel compuesto de una mezcla de quitosano 
y goma, con tamaños de partícula entre 35 y 558 nm (Abreu et al., 2012). En otro estudio 
se obtuvieron NP del aceite esencial de cúrcuma con tamaños de aproximadamente 520 
nm (Lertsutthiwong et al., 2009). Estos tamaños son similares a lo obtenido en este 
trabajo. Para las NP de quitosano, se menciona que, aunque tengan un tamaño 
aparentemente grande, tienen realmente un tamaño menor, ya que las NP están 
“hinchadas” por estar en un medio acuoso. (Hosseini et al., 2013). 
 
Por otro lado, Hosseini y col. (2013) desarrollaron formulaciones de NP de quitosano 
encapsulando aceite de orégano, con las cuales obtuvieron eficiencias de encapsulación 
entre 21 y 47% y relacionaron estos porcentajes con la capacidad del polímero para 
contener al aceite esencial, es decir a mayor cantidad de aceite esencial, el polímero se 
satura y se refleja en una menor eficiencia de encapsulación. 
 
En este trabajo la mayoría de los %EE fueron menores al 50%, lo cual puede atribuirse, 
en primera instancia, a la saturación del polímero por los componentes del aceite esencial, 
y en una segunda estancia a las características fisicoquímicas del polímero formador de 
las NP. Probablemente, el carácter iónico del quitosano pudo limitar la incorporación de 
los compuestos hidrofóbicos del aceite esencial; y, de la misma forma, evitar la formación 
de formulaciones más homogéneas (Tabla 16). 
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Tabla 16. Formulaciones de NP cargadas con diferentes polímeros y distintos aceites esenciales. 
Aceite esencial Polímero Tamaño* (nm) I.P.** Potencial ζ*** %EE**** 
S. molle (frutos) ES100 119.7 0.173 -13.5 55.8 CS 597 0.406 33.1 71.3 
S. molle (hojas) ES100 154.5 0.128 -21.4 52.8 CS 796.1 0.404 23.4 62.4 
O. basilicum 
(hojas) 
ES100 96.1 0.181 -11.5 30.3 
CS 488.7 0.531 30.1 21.2 
*DE: ES100   1.6 nm, CS   61 
**DE   0.055 
***DE   4 
***DE   5 
 
Las formulaciones preparadas con Eudragit® S100, presentaron tamaños menores a 200 
nm e IP menores a 0.2 (Tabla 17), indicando con ello que las poblaciones de NP eran 
homogéneas (Cetin et al., 2010). La formulación óptima para las NP obtenidas con 
Eudragit® S100 fue: i) Fase acuosa: 50 mg de poloxamer en 15 mL de agua, ii) Fase 
orgánica: 2.5 mL de metanol, 25 mg de polímero y 25 mg de aceite esencial.  
 
Por otro lado, las formulaciones obtenidas con quitosano (Tabla 17), resultaron tener un 
mayor tamaño de partícula y menor homogeneidad. Sin embargo, sus %EE fueron 
mayores que los obtenidos con las de Eudragit® S100. Para esta formulación fueron 
utilizadas las mismas condiciones establecidas anteriormente utilizando quitosano y 7 mL 
de TPP (1mg/mL) para la gelificación iónica. 
 
Estudio de la liberación de aceites esenciales en atmósfera controlada 
En la Figura 17 se pueden observar los comportamientos de liberación en ambientes 
controlados a diferentes temperaturas y 40% de humedad relativa. 
 
La liberación de los componentes activos encapsulados en NP depende de diversos 
factores: i) las propiedades fisicoquímicas de los componentes activos (solubilidad, 
presión de vapor, coeficiente de partición octanol/agua, pesos molecular); ii) 
características de las NP (tamaño, %EE, tipo de polímero, estructura); y iii) medio de 
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liberación (%HR, fuerza iónica y pH del medio) (Zambito et al., 2012; Cota-Arriola et al., 
2013). 
 
Se ha reportado que las NP obtenidas por puedes comportarse como sistemas bifásicos 
con una fase de liberación inicial rápida seguida de una segunda fase de liberación más 
lenta, lo cual coincide a lo observado en este trabajo. En la fase inicial, se liberan los 
componentes del aceite esencial que están más próximos a la superficie de la partícula, 
por lo que se observa una liberación rápida. Mientras que, en la siguiente fase, la liberación 
será más lenta, debido a que los componentes difunden desde la parte másinterna de la 
NP. En esta segunda fase, intervienen otro tipo de interacciones relacionadas con la 
solubilidad de los componentes, del tensoactivo y presencia de polímero (Mora-Huertas 
et al., 2010). 
 
Asimismo, se pudo apreciar que las NE no solo liberaron a mayor velocidad, sino que 
también liberaron un porcentaje mayor de aceite esencial en comparación con las NP. Este 
comportamiento se debió a qué en el caso de las nanocápsulas, la membrana polimérica 
que recubre al aceite encapsulado funciona como una barrera que controla su salida de la 
nanocápsula, controlando   así su liberación, Dicho de otra forma, la nanoencapsulación 
de los aceites esenciales ayuda a prolongar la persistencia del aceite esencial en la 
superficie de aplicación. 
 
Finalmente, se pudo observar que en los tres aceites las formulaciones de NP de Eudragit® 
S100 tuvieron porcentajes de liberación mayores que la NP de quitosano, lo cual pudo 
deberse a la estructura polimérica que forma a la nanocápsula. Es probable que la pared 
de polímero del quitosano tuviera menos porosidad debido al entrecruzamiento con el 
TPP, lo cual favoreció la retención del aceite esencial en el interior de la nanocápsula. 
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A) 
B) 
C) 
Figura 17. Liberación de aceites esenciales (libres y nanoencapsulados) a diferentes temperaturas con 40% de HR. Formulaciones:  A) Aceite esencial 
de S. molle fruto, B) Aceite esencial de S. molle hoja y C) Aceite esencial de O. basilicum hoja (?̅? ± 𝜎, 𝑛 = 2). 
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Análisis de las NP por FT-IR 
Con el objetivo de observar las interacciones entre los componentes de las NP, se realizó 
un análisis de FT-IR tanto de los aceites esenciales como de las formulaciones de 
nanocápsulas con los aceites esenciales incorporados. Las señales para cada formulación 
se observan en las Figuras 18-20. Cabe mencionar que la identificación de estructuras y 
grupos funcionales se hicieron con base en la comparación de espectros reportados por el 
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology de Japón  (2018) y las 
longitudes de onda reportadas en la literatura (Silverstein et al., 1980; Evonik, 2011). 
 
Formulaciones con el aceite esencial de los frutos y hojas de S. molle 
En las Figuras 18 y 19 se observan bandas características del estiramiento O-H del 
Eudragit S100 después de 3000 cm-1, además de los estiramientos C-H para los grupos 
metilos y metilenos del polímero, del aceite esencial y del limoneno. La banda presente 
en 1726 cm-1 es dada por el estiramiento C=O de los grupos éster y carboxilo del polímero. 
Mientras que alrededor de 1450 cm-1, se observa una banda dada por el estiramiento C-C 
del polímero, el limoneno, el poloxamer y el aceite esencial.  
 
En el caso de las formulaciones de NP con Eudragit® S100, se puede observar que las 
bandas presentes en la región de estiramientos C-H aumentaron, debido a que tanto el 
aceite como el polímero presentan estiramientos en esa área, por lo que se van acumulando 
la intensidad de las señales. Como los aceites esenciales de fruto y hojas difieren en la 
proporción de sus componentes mayoritarios, teniendo la misma composición, los 
espectros de las NP de estos aceites son casi iguales. Sin embargo, es posible observar 
pequeñas diferencias con base a la proporción de sus componentes. En la región de 1370 
cm-1 se observa que aumentó ligeramente la banda respecto al aceite de hoja, posiblemente 
por la presencia del mirceno. En la región de 1452 cm-1 se observa que aumentó 
ligeramente la banda respecto al aceite de fruto, posiblemente por la presencia del 
limoneno como componente mayoritario. Posteriormente, es posible observar que la 
banda en 1279 cm-1, tiene mayor intensidad que las NP con aceite de frutos, posiblemente 
debido a la presencia del canfeno y mirceno. Posteriormente, es posible observar que la 
66 
 
banda en 1241 cm-1, tiene mayor intensidad que las NP con aceite de hojas, posiblemente 
debido a la presencia del felandreno como componente mayoritario.  
 
Para las NP de quitosano con el aceite esencial de los frutos de S. molle, se observan 
bandas características del estiramiento O-H y N-H del quitosano después de 3000 cm-1, 
además de los estiramientos C-H para los grupos metilos y metilenos del polímero, del 
aceite esencial y del limoneno. La banda presente en 1640 cm-1 es dada por el estiramiento 
C=O de la parte acetilada del quitosano. Mientras que en 1588 cm-1, se observa el aumento 
de la banda en el espectro de las NP con respecto a la banda localizada en la misma área 
en el espectro del quitosano, esto posiblemente a la interacción dada entre el quitosano y 
el TPP (entrecruzamiento), el cual une sus oxígenos con la parte amina del polímero, 
modificando así la flexión de los NH. Por otro lado, se observan los estiramientos C-C del 
limoneno y el aceite esencial.  
 
Se puede ver que las bandas presentes en la región de estiramientos C-H aumentaron, 
debido a que, tanto el aceite como el polímero presentan estiramientos en esa área, por lo 
que se va acumulando la intensidad de la señal. Como los aceites esenciales de fruto y 
hojas difieren en la proporción de sus componentes mayoritarios, teniendo la misma 
composición, los espectros de las NP de estos aceites son casi iguales. Sin embargo, es 
posible observar pequeñas diferencias con base a la proporción de sus componentes. En 
la región de 1407 cm-1 se observa que aumentó ligeramente la banda respecto a al aceite 
de hoja, posiblemente por la presencia del mirceno. Posteriormente, es posible observar 
que la banda en 1279 cm-1, tiene mayor intensidad que las NP con aceite de frutos, 
posiblemente debido a la presencia del canfeno y mirceno. Finalmente, es posible observar 
que la banda en 1241 cm-1, tiene mayor intensidad que las NP con aceite de hojas, 
posiblemente debido a la presencia del felandreno como componente mayoritario. 
 
Formulaciones con el aceite esencial de las hojas de O. basilicum 
Para las NP de Eudragit S100 con el aceite esencial de hojas de O. basilicum  (Figura 20), 
se observan bandas características del estiramiento O-H del Eudragit S100 y del linalool 
después de 3000 cm-1, además de los estiramientos C-H para los grupos metilos y 
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metilenos tanto del polímero, del aceite esencial y del linalol. La banda presente en 1726 
cm-1 es dada por el estiramiento C=O del éster y carboxilo del polímero. Mientras que 
alrededor de 1450 cm1, se observa una banda dada por el estiramiento C-C del polímero, 
el linalool, el poloxamer y el aceite esencial. Se puede observar que las bandas presentes 
en la región de estiramientos C-H aumentaron, debido a que, tanto el aceite, como el 
polímero presentan estiramientos en esa área, por lo que se va acumulando, aumentando 
la señal. En comparación con las NP de aceite esencial de S. molle, se puede observar que 
la banda en 1637 cm-1 es ligeramente mayor debido al cinamato de metilo como 
componente mayoritario, además de que en el área de huella digital de alrededor de 600 
cm-1 es diferente a la de las otras NP.  
 
Para las NP de quitosano con el aceite esencial de las hojas de O. basilicum, se observan 
bandas características del estiramiento O-H y N-H del quitosano después de 3000 cm-1, 
además de los estiramientos C-H para los grupos metilos y metilenos tanto del polímero, 
del aceite esencial y del linalool. La banda presente en 1640 cm-1 es dada por el 
estiramiento C=O de la parte acetilada del quitosano. Mientras que en 1588 cm-1, se 
observa el aumento de la banda en las NP respecto a la banda localizada en la misma área 
en el espectro del quitosano, esto posiblemente a la interacción dada entre el quitosano y 
el TPP (entrecruzamiento), el cual une sus oxígenos con la parte amina del polímero, 
modificando así la flexión de los NH. Por otro lado, se observan los estiramientos C-C del 
limoneno y el aceite esencial. Se puede ver que las bandas presentes en la región de 
estiramientos C-H aumentaron, debido a que tanto el aceite como el polímero presentan 
estiramientos en esa área, por lo que se va acumulando, aumentando la señal. En 
comparación con las NP de aceite esencial de S. molle, se puede observar que las bandas 
en 1466 son menores, debido a que uno de sus componentes mayoritarios no es el mirceno. 
También se puede observar que la banda en 1280 y en 841 cm-1 aumentaron ligeramente 
respecto a las otras NP debido al metil cinamato, que es el componente mayoritario. El 
análisis completo se muestra en el Anexo II. 
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Figura 18. Espectros FT-IR de las NP cargadas con el aceite esencial de los frutos de 
S. molle  y sus componentes.  
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 Figura 19. Espectros FT-IR de las NP cargadas con el aceite esencial de las hojas de 
S. molle  y sus componentes. 
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 Figura 20. Espectros FT-IR de las NP cargadas con el aceite esencial de las hojas de 
O. basilicum y sus componentes 
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Evaluaciones biológicas de los aceites esenciales libres y encapsulados en NP 
 
Como se mencionó anteriormente, es fundamental conocer la composición de un aceite 
esencial para estimar su potencial uso como insecticida. Está reportado que algunos de los 
componentes mayoritarios (limoneno y el linalool) de los aceites esenciales evaluados 
tienen actividad contra Ae. aegypti  (Pandey et al., 2013). La presencia de linalool y 
eucaliptol en el aceite de O. basilicum es muy común, así también como el limoneno en 
el aceite esencial de S. molle. Los componentes principales del aceite de O. basilicum 
resultaron ser compuestos oxigenados (monoterpenos y derivado del fenilpropano), 
mientras que los mayoritarios de los aceites de S. molle fueron terpenos (monoterpenos y 
sesquiterpenos) con insaturaciones. Es conocido que los compuestos oxigenados de los 
aceites esenciales son más efectivos contra insectos (Koul et al., 2008), como por ejemplo 
el linalool (Tiwary et al., 2007). Sin embargo, otros compuestos como el limoneno, acetato 
de bornilo y pineno también han demostrado tener una buena actividad insecticida por sus 
insaturaciones (Park et al., 2003). 
 
Actividad larvicida contra Ae. aegypti  
La evaluación de la actividad larvicida fue realizada con larvas del tercer estadío de Ae. 
aegypti  a diferentes concentraciones. Como se puede ver en la Tabla 17 el aceite esencial 
de las hojas de S. molle fue el más activo (DL50 = 14.2 ppm), después el aceite de los frutos 
de S. molle (DL50 = 21.3 ppm), y por último el aceite de O. basilicum (DL50 = 87.5 ppm). 
El aceite de los frutos de S. molle resultó ser rico en α-felandreno, mientras que el de las 
hojas tuvo mayormente limoneno. Es probable que estos compuestos hayan sido los 
responsables de la mayor actividad larvicida de los aceites esenciales de S. molle con 
respecto al de O. basilicum. En particular, Cheng y col. (2003) reportaron que las DL50 
del limoneno y el felandreno contra Ae. aegypti  fueron de 18.2 y 16.6 ppm, lo cual 
refuerza nuestra suposición. Por su parte, aunque tuvo menor actividad larvicida que los 
aceites esenciales de S. molle, el aceite de O. basilicum de este estudio mostró tener mayor 
actividad larvicida (DL50 = 87 ppm) que los reportados previamente para esta especie, 
como los obtenidos por Prajapati y col. (2005) y Murugan y col. (2007) con valores de 
171 y 313 ppm, respectivamente. Estas diferencias pudieran deberse a la composición de 
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los aceites. Cabe señalar que la actividad de este aceite esencial es dada, principalmente, 
por el linalool, el cual ha mostrado tener una DL50 de 50 ppm contra larvas de Ae. aegypti. 
 
En general, los aceites esenciales libres y encapsulados en NP usados en este trabajo 
pueden considerarse seguros para su uso tanto para su actividad larvicida como repelente, 
ya que, la Agencia Alemana de Cooperación Técnica (GTZ) recomienda una 
concentración máxima de 5.000 ppm en condiciones de laboratorio. 
 
Por otro lado, es importante mencionar que las diferentes actividades de los aceites 
esenciales evaluados se deben a la naturaleza de su composición. Los compuestos de estos 
aceites, como el limoneno, el eugenol y el eucaliptol, podrían actuar como toxinas, 
impidiendo la alimentación y la ovoposición (Koul et al., 2008). Los mecanismos de 
acción de los aceites esenciales no están bien definidos. Sin embargo, se conoce que las 
actividades biológicas de los aceites esenciales están relacionadas con los grupos 
funcionales, abundancia y propiedades fisicoquímicas (i.e. estructura, tamaño molecular) 
de cada compuesto. 
 
En particular, el cambio en el comportamiento del insecto, como falta de coordinación e 
hiperactividad, es un indicativo de actividad neurotóxica de los componentes de los aceites 
esenciales, especialmente los monoterpenos (Palacios et al., 2009; Chaubey, 2012). En 
este caso, compuestos como el limoneno (S. molle) y el eucaliptol (O. basilicum) pudieron 
ser tóxicos al penetrar el cuerpo del insecto por la vía respiratoria o a través de las 
articulaciones, tanto en larvas como en adultos (Park et al., 2003). Está reportado que los 
insecticidas naturales afectan la fisiología del organismo de diferente maneras y en varios 
receptores (Rattan, 2010), siendo el principal modo de acción el bloqueo del sistema 
octopaminérgico y colinérgico (Kostyukovsky et al., 2002; Ismail, 2006; Yeom et al., 
2012). 
 
Por ejemplo, un estudio mostró que el eugenol, compuesto de tipo fenilpropano, evaluado 
contra cucarachas, actúa como mimético de la octopamina (neurotransmisor, 
neuromodulador y neurohormona en invertebrados) o antagonista, ya que actuó sobre la 
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neurona DUM (Dorsal Unpaired Median neuron) (Price y Berry, 2006). Por otro lado, se 
observó que el aceite esencial de Citrus aurantium (con 87% de limoneno) en Bemisia el 
aceite esencial de Tabaci y Pinus densiflora en Ae. albopictus, Ae. aegypti  y C. pipiens, 
afecta al sistema colinérgico, bloqueando la actividad de la acetilcolinesterasa; además se 
observó una correlación entre este bloqueo y la actividad larvicida (Lee y Ahn, 2013; 
Zarrad et al., 2015). La acetilcolinesterasa juega un papel en la sinapsis colinérgica, una 
función biológica esencial. El bloqueo de este sistema causa una acumulación de 
acetilcolina, por lo que la membrana postsináptica estaría continuamente estimulada. 
Finalmente, aunque los efectos físicos pueden ser posibles, como la disrupción de 
membrana o el bloqueo del sistema traqueal, aún no hay una evidencia concluyente 
(Rattan, 2010). 
 
Hay pocos reportes de la relación entre la actividad y la estructura de los componentes de 
los aceites esenciales. Sin embargo, se ha estudiado la acción de algunos de estos 
compuestos (i.e. carvacrol, eugenol, eucaliptol y geraniol) contra el receptor de 
octopamina y de acetilcolinesterasa en Ae. aegypti  por simulación (modelamiento 
homólogo y estudios de unión). Se observó que son neurotóxicos, actuando sobre los 
receptores de la acetilcolinesterasa y de la octopamina. Ambos receptores son proteínas 
que tienen en sus sitios activos algunos aminoácidos como serina, histidina y glutamato, 
por lo que se ha sugerido que la inhibición de los receptores en los sistemas colinérgico y 
octopaminérgico se da en la parte polar, específicamente con el grupo hidroxilo de la 
serina, a través de una interacción electrostática con un grupo amino (Khanikor et al., 
2013). En general, la actividad insecticida de los compuestos de los aceites esenciales está 
dada por sus partes polares y dobles enlaces presentes en sus estructuras (Miyazawa y 
Yamafuji, 2005; López y Pascual-Villalobos, 2010; Pandey et al., 2013). 
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Tabla 17. Evaluaciones biológicas de los aceites esenciales libres y encapsulados en NP.  
 
Tratamiento 
Ae. aegypti  A. salina 
Repelencia espacial Actividad larvicida Toxicidad 
Tratamiento 
(mg/mL) 
SAI* (SD) 
n=6 
DL50 (ppm) 
(CI 95%,  
LI**-LS***) n=3 
DL50 (ppm) 
(CI 95%,  
LI**-LS*** ) n=3 
Ac
eit
e e
sen
cia
l 
O. basilicum 
(hojas) 
0.25 0.11 (0.39) 
87.5                              
(1.7-56.6) 
34.2   
 (27.6-46.8) 0.75 0.79 (0.26) 
1.5 0.92 (0.20) 
S. molle 
(frutos) 
0.25 0.11 (0.30) 
21.3                             
(2.7-21.3) 
976.5            
 (592.7-3857.9) 0.75 0.31 (0.30) 
1.5 0.82 (0.27) 
S. molle 
(hojas) 
0.25 0.21 (037) 
14.2                         
(1.9-14.1) 
963.2           
  (939.3-2834) 0.75 0.45 (0.39) 1.5 0.68 (0.21) 
Na
no
pa
rtíc
ula
s (E
ud
rag
it S
100
) 
car
gad
as 
con
 ac
eit
e e
sen
cia
l O. basilicum 
(hojas) 
0.25 0.28 (0.26) 71.60                
(60.5-83.0) 
507.9                 
(371.4-743.9) 0.75 0.33 (0.28) 1.5 0.38 (0.22) 
S. molle 
(frutos) 
0.25 0.17 (0.18) 
95.9                          
(86.5-106.5) 
2107.3                      
(967.2-6790.2) 0.75 0.24 (0.27) 1.5 0.28 (0.14) 
S. molle 
(hojas) 
0.25 0.21 (0.23) 
40.9                          
(33.6-47.8) 
2765.9                       
(1432.8-18036.0) 0.75 0.21 (0.21) 1.5 0.26 (0.22) 
Na
nop
art
ícu
las
 (Q
uit
osa
no
) 
car
gad
as 
con
 ac
eit
e e
sen
cia
l O. basilicum 
(hojas) 
0.25 0.28 (0.31) 66.6                                   
(59.8-73.6) 
666.2                                     
(360.0-7422.1) 0.75 0.30 (0.29) 1.5 0.42 (0.34) 
S. molle 
(frutos) 
0.25 0.23 (0.11) 92.5                                 
(84.7-100.6) 
2635.8                                     
(1040.9-1.0x106) 0.75 0.28 (0.33) 1.5 0.34 (0.18) 
S. molle 
(hojas) 
0.25 0.18 (0.28) 
50.6                           
(44.3-56.6) 
2166.4                                   
(1006.9-53403.6) 0.75 0.23 (0.11) 1.5 0.25 (0.15) 
*SAI: Spatial Activity Index; ** P < 0.5 
**Límite inferior 
***Límite superior 
 
En general, los aceites encapsulados en NP de Eudragit® S100 y quitosano tuvieron 
menor actividad larvicida, con DL mayores a 50 ppm (Tabla 17). La diferencia entre las 
actividades de los aceites libres y encapsulados se debe, principalmente, a que al estar 
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contenidos en la estructura polimérica se van liberando lentamente conforme pasa el 
tiempo, por lo que su efecto no es inmediato (López et al., 2014). Algo similar fue 
reportado por Ahmadi y col. (2017) para el aceite esencial de A. millefolium encapsulado 
en NP de quitosano. En el estudio determinaron la actividad insecticida contra T. urticae 
y observaron una DL50=5 ppm para el aceite libre, mientras que para los encapsulados fue 
mayor (DL50= 18-127 ppm). Este comportamiento coincide con el ensayo de liberación 
de los aceites esenciales libres (NE) y encapsulados en NP (Figura 17), en el que se puede 
observar que las formulaciones de NP en comparación a la NE liberan controladamente a 
los aceites esenciales, lo que resulta en una menor actividad larvicida aparente, ya que a 
largo plazo tendrá una actividad biológica sostenida durante más tiempo que los aceites 
esenciales libres. 
 
Actividad repelente contra Ae. aegypti  
La repelencia espacial se evaluó en base al SAI (Spatial Activity Index), el cuál varía en 
un intervalo de -1 a 1. El 0 indica que no hay respuesta, mientras que valores cercanos a -
1 indican atracción y los cercanos a 1 repelencia. Se observó (Tabla 17) que todos los 
aceites tuvieron actividad repelente. En particular, el aceite de O. basilicum mostró tener 
la actividad más alta de los tres, seguido por el de los frutos de S. molle y, por último, el 
de las hojas de S. molle. 
 
En un estudio realizado en 2013, se evaluaron diferentes plantas aromáticas para conocer 
su actividad repelente contra Anopheles arabiensis. Entre estas plantas evaluaron a S. 
molle y O. suave. Al igual que en el presente trabajo, se observó que el aceite esencial de 
la especie de O. suave tuvo una repelencia del 100% en 5 min a su dosis más baja (0.05%), 
mientras que la obtenida con el aceite de S. molle en el mismo tiempo fue a una dosis 
mucho mayor (2%) (Massebo et al., 2013). Los resultados obtenidos para O. basilicum 
concuerdan con lo reportado en la literatura (Prajapati et al., 2005; Amer y Mehlhorn, 
2006), donde se ha registrado una alta actividad repelente tanto para esta especie como 
para otras del mismo género, como O. americanum (Kweka et al., 2008; Boonyuan et al., 
2014; Sathantriphop et al., 2015), O. suave (Massebo et al., 2013) y O. kilimandscharicum 
(Kweka et al., 2008).  
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Existen pocos reportes, específicamente, de la actividad repelente espacial de aceites 
esenciales y/o de sus componentes con el sistema HITSS. En uno de estos estudios, fue 
evaluada la repelencia espacial contra Ae. aegypti  de varios aceites esenciales (C. nardus, 
Ocimum americanum, Nepeta cataria y Vetiveria zizanoides) e insecticidas comúnmente 
utilizados (DEET y picaridina). Ellos observaron que con C. nardus y O. americanum (1-
3%) obtuvieron valores de SAI similares al DEET (  1) (Sathantriphop et al., 2015). Por 
otro  lado, se estudió la repelencia espacial de los aceites esenciales de clavo y patchouli, 
así como también de algunos de sus componentes principales (guaieno, buleseno, 
cariofileno, longifoleno e isocariofileno), obteniendo valores de SAI de 0.34 a 0.77, siendo 
el aceite esencial de clavo el más repelente (0.77) (Zhang et al., 2003). Algunos de estos 
compuestos están presentes en nuestros aceites esenciales, aunque se encuentran en menor 
proporción con respecto a los mayoritarios. No obstante, al estar como una mezcla de 
compuestos existe la posibilidad que actúen simultáneamente teniendo un efecto 
sinérgico. 
 
Se ha demostrado que otras plantas, que tienen como componentes mayoritarios al linalool 
y/o al eucaliptol, presentan una actividad repelente alta contra mosquitos de diferentes 
especies (Aedes, Culex y Anopheles).  Por ejemplo, se evaluaron seis plantas entre las 
cuales se encontraban tres ricas en limoneno (Citrus sinensis, Foeniculum vulgare y Pinus 
pinea) y una rica en eucaliptol y linalool (Eucalyptus globulus), para ver su actividad 
larvicida y repelente contra C. pipiens. El aceite de eucalipto mostró mejor actividad 
repelente que los ricos en limoneno, sin embargo, éstos mostraron una mejor actividad 
larvicida. Por otro lado, fue evaluada la repelencia espacial del linalool, determinando que 
cuando era usado como adyuvante de otro insecticida (1-octenol-3-ol), aumentaba en un 
50% la actividad (Kline et al., 2003). Así también, ya ha sido demostrada la actividad del 
eugenol, uno de los compuestos en O. basilicum, como repelente de mosquitos (Isman, 
2000; Del Fabbro y Nazzi, 2008). 
 
Aunque no existan muchos reportes de actividad repelente de S. molle contra mosquitos, 
si hay diversos estudios que han reportado su actividad repelente contra otro tipo de 
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insectos: Blattella germánica, Trogoderma granarium, Tribolium castaneum, Nezara 
viridula, Sitophilus oryzae, Triatoma infestans y Xanthogaleruca luteola, entre otros 
(Sánchez-Chopa et al., 2006; Benzi et al., 2009; Abdel-Sattar et al., 2010; Huerta et al., 
2010; González, Gutiérrez, et al., 2011). Específicamente, para Sitophilus oryzae mostró 
índices de 0.3 a 0.4 de repelencia (Benzi et al., 2009), similares a los obtenidos en los 
niveles medios de las dosis contra Ae. aegypti . 
 
Al igual que para la actividad insecticida, aún no está bien elucidado el modo de acción 
de los aceites esenciales repelentes en insectos (Paluch et al., 2010; Bohbot y Dickens, 
2012). Las propiedades fisicoquímicas de  los componentes de los aceites esenciales, 
como estructura, insaturaciones, punto de ebullición y grupos funcionales, entre otros, 
afectan la manera en la que se mueven e interactúan los compuestos con los insectos (Rice 
y Coats, 1994). Las moléculas volátiles llegan al insecto, específicamente a las 
quimiosensillas, donde se unen a proteínas transportadoras hacia las neuronas del olfato 
(Paluch et al., 2010). Se llevó a cabo un estudio de los efectos moleculares de 10 repelentes 
y un piretroide con Ae. aegypti  y éstos mostraron modular la función de los receptores de 
los mosquitos a través de múltiples mecanismos moleculares, observando efectos en uno 
o más receptores de olores (Bohbot et al., 2011). Posiblemente, los repelentes de insectos 
reducen el contacto entre el mosquito y el humano al interactuar con los receptores de 
olores (RUP), afectando su olfato (Ditzen et al., 2008). Por otro lado, fue realizado un 
análisis QSAR (Quantitative Structure Activity Relationships) para entender un poco 
acerca del mecanismo de acción de los repelentes con Ae. aegypti . En el estudio se usaron 
algunos sesquiterpenos presentes comúnmente en los aceites esenciales (santalol, 
bisabolol, farnesol, elemol, eudesmol, hedilcariol, valerianol, fokienol, nerolidol, elemeno 
y 10-epi- -eudesmol), así también como el DEET. De acuerdo a las propiedades 
electrónicas y electrotoplógicas de los sesquiterpenos evaluados, llegaron a la conclusión 
de que una presión de vapor baja en un compuesto es favorable para la repelencia, los 
carbonos 1 y 7 afectan la actividad, y por último, que los compuestos con mejor actividad 
fueron el heilcariol y el 10-epi- -eudesmol (Paluch et al., 2009). Cabe mencionar que estos 
últimos están presentes en S. molle en baja proporción. En otro estudio, evaluaron diversos 
componentes de los aceites esenciales de geranio y jengibre, de los cuales el limoneno, 
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linalool y eucaliptol resaltaron como componentes activos en el análisis de detección 
electroanteográfica, esto quiere decir que las antenas del insecto respondieron a la 
presencia de estos compuestos, los cuales podrían ser utilizados como posibles repelentes 
(Campbell et al., 2011). La mayoría de los compuestos reportados como repelentes están 
oxigenados (García et al., 2005; Ceferino Toloza et al., 2006; Nerio et al., 2010), en el 
caso de nuestros aceites concuerda con la actividad más alta que fue de O. basilicum, con 
compuestos mayoritarios oxigenados. 
 
Por otra parte, tanto la actividad larvicida como la repelente disminuyeron en el caso de 
los aceites esenciales nanoencapsulados. Esta disminución de actividad biológica 
realmente es aparente, ya que al estar encapsulados y protegidos del medio exterior, los 
componentes del aceite esencial no tienen interacción al mismo tiempo con el insecto, 
como cuando están de forma libre (López et al., 2014). Al estar incorporados en 
nanocápsulas, los compuestos se van liberando de la NP paulatinamente, teniendo una 
liberación controlada (Figura 17). Cabe mencionar, que esto es importante para la 
protección de los componentes de los aceites esenciales del medio exterior, ya que se 
evitaría que los compuestos se oxiden o degraden prematuramente al estar expuestos a 
factores como el oxígeno del aire, la luz solar y la humedad (Ribeiro et al., 2013). Esto es 
comparable con lo reportado por López y col. (2014), quienes evaluaron el aceite esencial 
de S. molle libre y encapsulado en micropartículas contra H. irritans. Observaron que la 
actividad se veía disminuída en comparación con la actividad del aceite libre. Sin 
embargo, también observaron que conforme pasaba el tiempo la actividad del aceite 
encapsulado aumentaba, demostrando que tenía liberación controlada (López et al., 2014). 
Este comportamiento fue parecido al obtenido en este trabajo, ya que mientras a las 24 h 
sólo algunas larvas estaban muertas, mientras que a las 48 h se obtuvo el 100% de 
mortalidad. 
 
Toxicidad contra A. salina 
Comúnmente, se piensa que, por su origen natural, los productos derivados de las plantas 
son seguros para ser utilizados como tratamientos alternativos en diversas aplicaciones. 
Por ejemplo, una de estas aplicaciones es su uso como insecticidas o repelentes para 
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sustituir compuestos como el DEET (Trumble, 2000). Por lo tanto, aunque los 
componentes principales o mayoritarios de los productos naturales con actividad repelente 
puedan tener baja toxicidad, se debe tener cuidado con la toxicidad de los demás 
componentes (Leal, 2014). Debido a esto es fundamental la determinación de la toxicidad 
de los productos naturales y sus derivados.  
 
En este trabajo, se realizó un ensayo con A. salina para evaluar la toxicidad de los aceites 
esenciales (libres y nanoencapsulados) en organismos no blanco. En la Tabla 17 se puede 
observar que el aceite de O. basilicum tuvo una alta toxicidad con DL50 alrededor de 30 
ppm. La toxicidad de esta planta, y de otras de su mismo género, ya han sido reportadas 
con DL50 de 9 a 18 ppm (Parra et al., 2001).  
 
En Perú fue determinada la toxicidad en A. salina de extractos etanólicos y acuosos de 
341 plantas. Dos de estas plantas fueron O. basilicum y S. molle. El extracto metanólico 
de la primera resultó medianamente tóxica (DL50=274), mientras que ninguno de los 
extractos la segunda presentaron toxicidad  (DL50 > 10,000) (Bussmann et al., 2011). En 
base a lo anterior, se recomendó tener cuidado en la manera de aplicación de estos 
productos naturales (Maia y Moore, 2011).  Por ejemplo, se sugiere que el aceite esencial 
tóxico no sea usado directamente en la piel (Del Fabbro y Nazzi, 2008).  
 
Al igual que en este estudio, la toxicidad para S. molle resultó ser mucho menor que la de  
O. basilicum, con DL50 muy cercanas a 1000 ppm; similar a los reportes en algunos 
estudios (DL50=450-1179 ppm) (Oliva et al., 2007; Dos Santos et al., 2010). Así, los dos 
aceites de S. molle pueden considerarse no tóxicos (≥1000 ppm)  según los criterios 
reportados en la literatura (Franssen et al., 1997; Oliva et al., 2007).  
 
Cabe señalar que la DL50 contra A. salina fue mayor que la DL50 contra Ae. aegypti , es 
decir, que se podría aplicar con cierta seguridad debido a que las dosis larvicidas y 
repelentes son mucho menores que las DL50 de toxicidad.  
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Respecto a lo obtenido con las NP, se puede ver claramente como disminuye la toxicidad 
cuando están encapsulados. Específicamente, la toxicidad del aceite de O. basilicum que 
había resultado altamente tóxico, al probarse en su forma libre disminuyó 
considerablemente al ser nanoencapsulado. Esto muestra que este tipo de NP, no solo 
protegen a los componentes de los aceites esenciales, sino que también pueden ayudar a 
modular sus propiedades biológicas. 
 
Actualmente, no existen estudios con A. salina de productos naturales encapsulados. Sin 
embargo, se han desarrollado varios ensayos para pruebas ecotoxicológicas (organismos 
no blanco) con otro tipo de nanoencapsulados. En India, evaluaron la toxicidad de 16 
formulaciones de NP (NP metálicas, con fármaco, lípidas, geles) con A. salina y MTT. 
Observaron que el ensayo de A. salina arrojó resultados más confiables, por lo que 
reportan que es una técnica fiable para la evaluación de la ecotoxicidad de las NP.  
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CONCLUSIÓN 
 
En conclusión, los aceites de O. basilicum y S. molle están compuestos por moléculas 
activas (i.e. limoneno, linalool, α-felandreno) contra Ae. aegypti  con potencial para ser 
usados como bioinsecticidas. El aceite esencial de O. basilicum tuvo la mejor actividad 
repelente, sin embargo, resultó ser tóxico para organismos no blanco acuáticos, por lo que 
se deberá tener cuidado con su aplicación. Por su parte, los aceites de S. molle tuvieron 
una buena actividad larvicida y no fueron tóxicos a organismos no blanco acuáticos. Este 
estudio reveló la importancia de los aceites esenciales encapsulados en NP como 
alternativa a tratamientos ineficientes debido a que prolongan la permanencia de los 
aceites esenciales por su liberación controlada. Se puede considerar, de acuerdo a la 
Agencia de cooperación Técnica Alemana, que tanto las formulaciones de aceites 
esenciales libres y encapsulados tienen un potencial uso como bioinsecticidas y/o 
repelentes, ya que estuvieron por debajo de los 5000 pm. 
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PERSPECTIVAS 
 
 Evaluar distintos polímeros para la preparación de NP cargadas con los aceites 
esenciales de S. molle y O. basilicum. 
 Encapsular otros aceites esenciales con actividad insecticida. 
 Evaluar la actividad insecticida en adultos de Ae. aegypti . 
 Probar las formulaciones con otro tipo de insectos vectores. 
 Evaluar la toxicidad de las formulaciones obtenidas y los aceites esenciales 
utilizados con otro tipo de organismos no blanco. 
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ANEXOS 
Matriz para el diseño experimental de Plackett-Burman 
 
Variables Experimentos 1 2 3 4 5 6 7 8 
A*,a** + + + + - - - - 
B*,b** + + - + + + - - 
C*,c** + - + + + - + - 
D*,d** + + - + - - + + 
E*,e** + - + + - + - + 
F*,f** + - - + + - - + 
G*,g** + - - + - + + - 
Resultados s t u V W x y z 
*Letra mayúscula: nivel alto 
**Letra minúscula: nivel bajo 
 Signo (+) : Nivel alto 
 Signo (-) : Nivel bajo 
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Perfiles de las formulaciones con aceites esenciales por FT-IR 
 
Nanopartículas de Eudragit S100 del aceite esencial de los frutos de S. molle. 
 
Banda Frecuencia (cm-1) 
Concordancia 
(Banda) Concordancia (Compuesto) Grupo funcional 
1 3466 3488.5 Eudragit S100 Estiramiento OH 
2 2946.6 2952.33/2959.02/2917 Eudragit S100/AEPF/Limoneno Estiramiento CH 
3 2880.46 2879.86/2928-2872/2334 Poloxamer/AEPF/Limoneno Estiramiento CH 
4 2753.5 2726 Limoneno  
5 2693 2695.18 Poloxamer  
6 2390.8 2383 AEPF  
7 2364.9 2359.7 AEPF  
8 2309.3 2306.4 AEPF  
9 1963.39 1962.93 Poloxamer  
10 1727.58 1726.79 Eudragit S100 
Estiramiento C=O 
(éster y ac. 
carboxílico) 
11 1466.5 1438.78/1466.67 Eudragit S100/Poloxamer  
12 1451.32 1448.84/1435.97/1455.35/1450.54 
Eudragit 
S100/Limoneno/Poloxamer/ 
AEPF 
Estiramiento C-C 
13 1372.71 1376.29/1372.74/1377.19 Limoneno/Poloxamer/AEPF Flexión CH 
14 1359.79 1359.8 Poloxamer  
15 1342.52 1342.03 Poloxamer Flexión OH 
16 1278.8 1279.44 Poloxamer  
17 1241.33 1247.51/1241.46/1241.97 
Eudragit 
S100/Poloxamer/Limoneno 
Torsión de C=O (ac. 
Carboxílico) 
18 1190.54 1192.05 Eudragit S100 Estiramiento del C-O del éster 
19 1145.82 1152.04/1146.15 Eudragit S100/Poloxamer  
20 1101.43 1097/1101.27 Poloxamer/AEPF Estiramiento C-O 
21 1060.42 1059.89 Poloxamer  
22 990.27 990 AEPF  
23 962.12 961.69 Poloxamer  
24 946.79 946.37 Poloxamer  
25 841.47 841.36 Poloxamer  
26 749.49 744.79 AEPF  
27 528.18 529.01/527.56 Poloxamer/AEPF  
28 510.27 509.69 Poloxamer  
29 483.67 488.56/490 Limoneno/AEPF  
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Nanopartículas de Eudragit S100 del aceite esencial de las hojas de S. molle. 
 
Banda Frecuencia (cm-1) 
Concordancia 
(Banda) 
Concordancia 
(Compuesto) Grupo funcional 
1 3452.02 3488.5/3403.78 Eudragit S100/AEPH Estiramiento OH 
2 2946.6 2952.33/2957.44/2965 
Eudragit 
S100/AEPH/Limoneno Estiramiento CH 
3 2882.46 
2879.86/2927.69-
2870.69/2917.57-
2856.47 
Poloxamer/AEPF/ 
Limoneno Estiramiento CH 
4 2741.67 2726 Limoneno  
5 2694.3 2695.18 Poloxamer  
6 2386.9 2384.3 AEPH  
7 2360.3 2371.4 AEPH  
8 2309.07 2304.8 AEPH  
9 1966.21 1962.93 Poloxamer  
10 1728.98 1726.79 Eudragit S100 Estiramiento C=O (éster y ac. carboxílico) 
11 1466.58 1438.78/1466.67 Eudragit S100/Poloxamer  
12 1452.85 1448.84/1435.97/1455.35/1450.3 
Eudragit 
S100/Limoneno/ 
Poloxamer/AEPH 
Estiramiento C-C 
13 1372.85 1376.29/1372.74/1367.48 
Limoneno/Poloxamer/ 
AEPH Flexión CH 
14 1359.85 1359.8 Poloxamer  
15 1342.69 1342.03 Poloxamer Flexión OH 
16 1279.16 1279.44 Poloxamer  
17 1241.46 1241.46/1241.65/1241.97 
Poloxamer/AEPH/ 
Limoneno  
18 1190.48 1192.05 Eudragit S100 Estiramiento del C-O del éster 
19 1146.07 1152.04/1146.15/1130 
Eudragit 
S100/Poloxamer/AEPH  
20 1102.2 1098.4 AEPH Estiramiento C-O 
21 1060.46 1059.89 Poloxamer  
22 990.86 989.24 AEPH  
23 962.57 961.69 Poloxamer  
24 946.87 946.37 Poloxamer  
25 841.63 841.36 Poloxamer  
26 749.39 744.79 AEPH  
27 671.67 669.97 AEPH  
28 528.59 529.01 Poloxamer  
29 509.75 509.69 Poloxamer  
30 483.52 488.56/490 Limoneno/AEPH  
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Nanopartículas de Eudragit S100 del aceite esencial de las hojas de O. basilicum. 
 
Banda Frecuencia (cm-1) 
Concordancia 
(Banda) 
Concordancia 
(Compuesto) Grupo funcional 
1 3454.2 3488.5/3452.03/3392.1 
Eudragit 
S100/AEOB/Linalool Estiramiento OH 
2 2951.1 2952.33/2966.37/2969.78 
Eudragit 
S100/AEOB/Linalool Estiramiento CH 
3 2881.72 2879.86/2882.2 Poloxamer/AEOB Estiramiento CH 
4 2739.8 2731.7 AEOB  
5 2695.3 2695.18 Poloxamer  
6 2360.2 2360.8 AEOB  
7 2383.8 2382.4 AEOB  
8 2309.63 2296.2 AEOB  
9 1957.72 1962.93 Poloxamer  
10 1727.63 1726.79/1719.18 Eudragit S100/AEOB Estiramiento C=O (éster y ac. carboxílico) 
11 1637.26 1637.17 AEOB  
12 1516.1 1513.16 AEOB  
13 1466.58 1438.78/1466.67 Eudragit S100/Poloxamer  
14 1451.78 1448.84/1455.35/1450.36/1451.27 
Eudragit 
S100/Poloxamer/AEOB/
Linalool 
 
15 1373 1377.19/1375.67/1375.34 
Poloxamer/AEOB/ 
Linalool Flexión CH 
16 1359.76 1359.8 Poloxamer  
17 1342.57 1342.03 Poloxamer  
18 1278.93 1279.44/1272.16 Poloxamer/AEOB  
19 1241.32 1247.51/1241.46/1247 
Eudragit 
S100/Poloxamer 
Torsión de C=O (ac. 
Carboxílico) 
20 1190.75 1192.05 Eudragit S100 Estiramiento del C-O del éster 
21 1146 1152.04/1146.15 Eudragit S100/Poloxamer  
22 1101.8 1122.74 AEOB  
23 1060.36 1059.89 Poloxamer  
24 991.7 995 Linalool  
25 962.3 961.69 Poloxamer  
26 946.71 946.37 Poloxamer  
27 841.5 841.36 Poloxamer  
28 770.07 767.47 AEOB  
30 528.57 529.01 Poloxamer  
31 509.93 509.69 Poloxamer  
32 484.27 482.16 AEOB  
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Nanopartículas de quitosano del aceite esencial de los frutos de S. molle. 
 
Banda Frecuencia (cm-1) 
Concordancia 
(Banda) 
Concordancia 
(Compuesto) Grupo funcional 
1 3200.74 3279.01 Quitosano Estiramiento OH y NH 
2 2878.18 
2868.02/2879.
86/2965.58/28
72.32 
Quitosano/Poloxamer/ 
Limoneno/AEPF Estiramiento CH 
3 2744.3 2741.23/2726.34 Poloxamer/Limoneno  
4 2696.9 2695.18 Poloxamer  
5 2360.69 2365.98/2361.2 Limoneno/AEPF  
6 2342.96 2349/2340.32 Limoneno/AEPF  
7 2309.49 2311.23/2310 Limoneno/AEPF  
8 1964.4 1962.93 Poloxamer  
9 1640.21 1640 Quitosano Estiramiento C=O 
10 1559.88 1588.04 Interacción TPP-CS Flexión NH 
11 1466.55 1466.67 Poloxamer  
12 1447.4 1452.06/1450.54 Limoneno/AEPF Estiramiento C-C 
13 1360.25 1376.29/1359.8/1367.96 
Limoneno/Poloxamer/ 
AEPF Flexión CH 
14 1342.62 1342.03 Poloxamer Flexión OH 
15 1305.2 1312 AEPF  
16 1280.01 1279.44/1287.88 Poloxamer/Limoneno  
17 1241.33 1241.46/1241.97 Poloxamer/Limoneno  
18 1146.46 
1147.96/1146.
15/1149.85/11
67.67 
Limoneno/Poloxamer/ 
Quitosano/AEPF  
19 1101.3 1097.91/1101.27 Poloxamer/AEPF Estiramiento C-O 
20 1060.49 1067, 1026 Quitosano Flexión OH (Alcohol secundario y terciario) 
21 962.52 961.69 Poloxamer  
22 892.42 885.72/890.87 Limoneno/AEPF  
23 841.78 841.36 Poloxamer  
24 649.93 677.5 AEPF  
25 555.56 542.13 Limoneno  
26 522.91 529.01/527.56 Poloxamer/AEPF  
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Nanopartículas de quitosano del aceite esencial de las hojas de S. molle. 
 
Banda Frecuencia (cm-1) 
Concordancia 
(Banda) 
Concordancia 
(Compuesto) Grupo funcional 
1 3265.95 3279.01/3084.11/3088.99 Quitosano/Limoneno Estiramiento OH y NH 
2 2878.05 
2868.02/2879.
86/2965.58/28
70.56 
Quitosano/Poloxamer/ 
Limoneno/AEPH Estiramiento CH 
3 2740.5 2741.23/2726.34 Poloxamer/Limoneno  
4 2697.4 2695.18 Poloxamer  
5 2383.78 2365.98/2360.4 Limoneno/AEPH  
6 2349.29 2349/2341.3 Limoneno/AEPH  
7 2309.59 2311.23/2389 Limoneno/AEPH  
8 1963.4 1962.93/. Poloxamer  
9 1653.11 
1640/1644.81/
1643.68/1644.
27 
Quitosano/Limoneno/ 
AEPH Estiramiento C=O 
10 1560.09 1588.04 Interacción TPP-CS Flexión NH 
11 1466.53 1466.67 Poloxamer  
12 1453.9 1452.06/1450.39 Limoneno/AEPH Estiramiento C-C 
13 1360 
1376.29/1359.
8/1367.48/137
4.34 
Limoneno/Poloxamer/ 
AEPH/Quitosano Flexión CH 
14 1342.66 1342.03 Poloxamer Flexión OH 
15 1307 1309 AEPH  
16 1280.06 1279.44/1287.88 Poloxamer/Limoneno  
17 1241.39 1241.46/1241.97 Poloxamer/Limoneno  
18 1146.36 
1147.96/1146.
15/1149.85/11
67.67 
Limoneno/Poloxamer/ 
Quitosano/AEPH  
19 1103.24 1097.91/1098.49 Poloxamer/AEPH Estiramiento C-O 
20 1060.91 1059.89 Poloxamer Flexión OH (Alcohol secundario y terciario) 
21 962.64 961.69 Poloxamer  
22 892.97 885.72/885.98 Limoneno/AEPH  
23 842 841.36 Poloxamer  
24 648.01 669.97 AEPH  
25 551.47 542.13/550.63 Limoneno/AEPH  
26 508.36 529.01/512.05 Poloxamer/AEPH  
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Nanopartículas de quitosano del aceite esencial de los frutos de O. basilicum. 
 
Banda Frecuencia (cm-1) 
Concordancia 
(Banda) 
Concordancia 
(Compuesto) Grupo funcional 
1 3251.37 3279.01/3392.1/3063.06 
Quitosano/Linalool/ 
AEOB Estiramiento OH y NH 
2 2878.61 
2868.02/2879.
86/2857.75/29
25.77 
Quitosano/Poloxamer/ 
Linalool/AEOB Estiramiento CH 
3 2736.2 2741.23 Poloxamer  
4 2701.7 2695.18 Poloxamer  
5 2384.07 2365.98/2379.3 Linalool/AEOB  
6 2343.06 2325.61 Linalool  
7 2309.5 2301 Linalool  
8 1954.7 1962.93 Poloxamer  
9 1653.2 1640/1641.01/1637.17 
Quitosano/Linalool/ 
AEOB Estiramiento C=O 
10 1559.94 1588.04 Interacción TPP-CS Flexión NH 
11 1466.66 1466.67 Poloxamer  
12 1374.62 1375.34/1375.67 Linalool/AEOB Flexión CH 
13 1342.45 1342.03 Poloxamer Flexión OH 
14 1302.7 1314.35 AEOB  
15 1280.02 1279.44/1289.62/1272.16 
Poloxamer/Linalool/ 
AEOB  
16 1241.36 1241.46 Poloxamer  
17 1146.45 1146.15/1149.85/1168.88 
Poloxamer/Quitosano/ 
AEOB  
18 1102.61 1097.91/1079.33 Poloxamer/AEOB Estiramiento C-O 
19 1060.24 1059.89 Poloxamer Flexión OH (Alcohol secundario y terciario) 
20 962.35 961.69 Poloxamer  
21 892.55 863.48 /AEOB  
22 841.96 841.36 Poloxamer  
23 671.82 684.15/688.7 AEOB/Linalool  
24 647.39 648.15 AEOB  
25 555.78 553.93/555.71 Linalool/AEOB  
26 527.16 529.01/527.56 Poloxamer/AEOB  
 
 
 
